-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byff CORE

provided by Digitale Hochschulschiften der LMU
Aus dem Institut fir Hygiene und Technologie der Lebensmittel tierischen Ursprungs
(Vorstand: Univ.-Prof. Dr. A. Stolle)
der Tierarztlichen Fakultat

der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Arbeit angefertigt unter Leitung von Frau PD Dr. B. Schalch

angefertigt am Bayerischen Landesamt fur Gesundheit und Lebensmittelsicherheit,
Dienststelle OberschleiRheim
(Dr. U. Busch und Dr. H. Beck)

Nachweis von Shiga Toxin-bildenden Escherichia coli

und thermophilen Campylobacter species

bei Almkiihen und in auf Almen produzierten Lebensmitteln

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung der tiermedizinischen Doktorwurde

der Tierarztlichen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen

von
Ute Christine MesselhaulRer

aus Nurnberg

Munchen 2005


https://core.ac.uk/display/11027296?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Gedruckt mit Genehmigung der Tierarztlichen Fakultat der

Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Dekan: Univ.-Prof. Dr. A. Stolle
Referentin: Priv.-Doz. Dr. B. Schalch

1. Korreferent: Univ.-Prof. Dr. K. Pfister

2. Korreferent: Univ.-Prof. Dr. R. Hoffmann

3. Korreferent: Univ.-Prof. Dr. K. Heinritzi

4. Korreferent: Univ.-Prof. Dr. E. P. Martlbauer

Tag der Promotion: 11. Februar 2005



Meinen Eltern, meinem Bruder Markus, meiner Schwagerin Sylvia

sowie meiner Oma und Patin






ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ALTS

BfR
BgVV

BSeuchG
C

c

CDC
CDT
DAEC
DIG
DNA
dNTP
ds DNA
E. coli
EDTA
EG
EAEC
EHEC
EIEC
ELFA
EPEC
ETEC
EU
EWG
FRET
GVP
HUS
IfSG
Lactose-TTC
LEE

Arbeitskreis lebensmittelhygienischer tierarztlicher
Sachverstandiger

Bundesinstitut fur Risikoforschung
Bundesinstitut fur gesundheitlichen Verbraucher-
schutz und Veterinarmedizin, Berlin
Bundesseuchengesetz (gultig bis 2001)
Campylobacter

Konzentration (concentration)

Center of Disease Control (USA)
Cytolethal Distending Toxin

diffus adharente E. coli

Dioxigenin

desoxyribonucleinacid
Desoxynucleotidtriphosphat

double strain desoxyribonucleinacid
Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure
Europaische Gemeinschaft
Enteroaggregative E. coli
Enterohamorrhagische E. coli
Enteroinvasive E. coli

enzyme-linked fluorescence immunoassay
Enteropathogene E. coli

Enterotoxische E. coli

Europaische Union

Europaische Wirtschaftsgemeinschaft
fluorescence resonance energy transfer
Good Veterinary Practice
hamolytisch-uramisches Syndrom
Infektionsschutzgesetz (gultig seit 2001)
Lactose- 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid

Locus of Enterocyte Effacement



LGL Bayerisches Landesamt fur Gesundheit und

Lebensmittelsicherheit

LMBG Lebensmittel- und Bedarfsgegenstandegesetz
MilchV Milchverordnung

mTSB modifizierte Tryptose-Soja-Bouillon

n Anzahl

NRL-Ec Nationales Veterinarmedizinisches Referenzlabor

E. coli, Dessau

n. u. nicht untersucht

PBS phosphate buffered saline

PCR polymerase chain reaction

RKI Robert-Koch-Institut

rRNA ribosomale ribonucleinacid

SDS sodium dodecyl sulfate

spp. species

SSC sodium saline citrate

ssDNA single strain desoxyribonucleinacid

STEC Shiga Toxin-bildende E. coli

stx Shiga Toxin-Gen

Taq Thermus aquaticus

TBE Tris/Borat/EDTA

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

TTP thrombotisch-thrombozytopenische Purpura
VTEC =STEC Verotoxin-bildende = Shiga Toxin-bildende E. coli

WHO World Health Organization



INHALTSVERZEICHNIS

21
2.2

23

2.3.1
23.2
24
241
242
243
24.4
2.4.41
2442
2443
2.5
2.5.1

252
253
254
2541
254.2
2543

EiNLEITUNG

LITERATUR

Die Alm- bzw. Alpwirtschaft

Gesetzliche Entwicklungen in Bezug auf Shiga Toxin-bildende
Escherichia coli und thermophile Campylobacter species -
die EU- Zoonoserichtlinie 2003/99/EG und ihre Umsetzung in
deutsches Recht

Molekularbiologische Nachweismethoden fiir Enteroha-
morrhagische Escherichia coli und thermophile Campylo-
bacter species

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Real-Time-PCR

Enterohamorrhagische Escherichia coli (EHEC)
Mikrobiologische Eigenschaften der Escherichia coli
Pathogenitatsfaktoren

Postinfektiose Komplikationen einer EHEC-Infektion
Veterinarmedizinische Bedeutung der Shiga Toxin-bildenden E. coli
Lebensmittelhygienische Sicht

Bedeutung der Shiga Toxin-bildenden E. coli bei Nutztieren
MafRnahmen im Rahmen des 6ffentlichen Gesundheitswesens
Thermophile Campylobacter species

Mikrobiologische Eigenschaften der thermophilen

Campylobacter species

Pathogenitatsfaktoren und Ubertragungswege

Postinfektiose Syndrome nach einer Campylobacteriose
Veterinarmedizinische Aspekte thermophiler Campylobacter species
Lebensmittelhygienische Sichtweise

Thermophile Campylobacter species bei Nutztieren

Malnahmen im Rahmen des offentlichen Gesundheitswesens

12
12
13
18
19
19
22
23
24

24
25
27
28
28
28
29



3.1
3.1.1
3.1.2
3.1.3
3.1.3.1
3.1.3.2
3.2
3.2.1
3.2.1.1
3.21.2
3.2.1.3
3.21.4
3.2.2
3.2.3

4.1

411
4.1.2
41.3
41.4
4.1.5
4.2

4.2.1
4.2.2
4.2.3
424
4.2.5
4.3

4.3.1
4.3.2
4.3.3
4.3.4

MATERIAL UND METHODEN

Thermophile Campylobacter species
Untersuchungsmethoden fur Rohmilch und andere Lebensmittel
Untersuchungsmethoden fur Wasserproben
Untersuchungsmethoden fur Rinderkotproben

Vorversuch zum Test der verwendeten Untersuchungsmethoden
Versuchsdurchfuhrung fur Rinderkotproben

Shiga Toxin-bildende Escherichia coli (STEC)
Untersuchungsmethoden fur Rohmilch und andere Lebensmittel
Mikrobiologische Methodik

PCR

Real-Time-PCR

Kolonieblot-DNA-Hybridisierung

Untersuchungsmethoden fur Wasserproben

Untersuchungsmethoden fur Rinderkot- und humane Stuhlproben

ERGEBNISSE

Status-quo-Untersuchung im Stall

Landwirtschaftlicher Betrieb 1, Landkreis Ostallgau
Landwirtschaftlicher Betrieb 2, Landkreis Oberallgau
Landwirtschaftlicher Betrieb 3, Landkreis Oberallgau
Landwirtschaftlicher Betrieb 4, Landkreis Traunstein
Zusammenfassung der Status-quo-Untersuchung im Stall
Erster Untersuchungsdurchgang auf den Almen
Landwirtschaftlicher Betrieb 1, Landkreis Ostallgau
Landwirtschaftlicher Betrieb 2, Landkreis Oberallgau
Landwirtschaftlicher Betrieb 3, Landkreis Oberallgau
Landwirtschaftlicher Betrieb 4, Landkreis Traunstein
Zusammenfassung der ersten Probenentnahme auf den Almen
Zweiter Untersuchungsdurchgang auf den Almen
Landwirtschaftlicher Betrieb 1, Landkreis Ostallgau
Landwirtschaftlicher Betrieb 2, Landkreis Oberallgau
Landwirtschaftlicher Betrieb 3, Landkreis Oberallgau

Landwirtschaftlicher Betrieb 4, Landkreis Traunstein

31
32
32
35
36
36
36
37
37
37
38
40
40
43
44

45
45
46
49
51
53
55
56
56
60
62
65
67
69
69
71
72
73



4.3.5
4.4

4.5

4.5.1
4.5.2
4.6

4.6.1
4.6.2

5.1.1

51.2

51.3

5.2

5.2.1

5.2.2

5.2.3
5.3

Zusammenfassung der zweiten Probenentnahme auf den Almen
Zusammenfassung der Ergebnisse des externen Methoden-
vergleichs mit dem NRL-Ec, Dessau, in Bezug auf die STEC-
Diagnostik

Zusammenfassung der weiterfiihrenden Untersuchungen bei
STEC- positiven Proben

Zusammenschau der Keimisolierungsergebnisse
Zusammenfassung der Serotypisierungsergebnisse
Auswertung der Daten als Verlaufsuntersuchung
Thermophile Campylobacter species

Shiga Toxin-bildende Escherichia coli (STEC)

DiskussioN

Interner und externer Vergleich der einzelnen Untersuchungs-
methoden

Untersuchungsmethoden bei thermophilen Campylobacter species
Untersuchungsmethoden fur Shiga Toxin-bildende E. coli

Externer Methodenvergleich mit dem NRL-Ec, Dessau, in Bezug auf
die STEC-Diagnostik

Bewertung der Verlaufsuntersuchung bei drei landwirtschaft-
lichen Betrieben

Verlaufsuntersuchung in Bezug auf thermophile Campylobacter
species

Verlaufsuntersuchung fur Shiga Toxin-bildende

Escherichia coli (STEC)

Auswertung der Serotypisierungsergebnisse

Kontamination von auf Almen produzierten Lebensmitteln

mit Shiga Toxin-bildenden E. coli und thermophilen

Campylobacter species

ZUSAMMENFASSUNG

SUMMARY

74

75
76
7
78
79

79
80

81

82

82

84

85

86

87

90

92

93

99

100



8.1.
8.1.1
8.1.2

8.1.3
8.1.4

8.1.5
8.1.5.1
8.1.5.2
8.2
8.2.1
8.2.1.1
8.2.1.2
8.2.1.3
8.2.1.4
8.2.2

8.2.2.1
8.2.2.2
8.2.2.3
8.2.2.4
8.2.3

8.2.3.1
8.2.3.2
8.2.3.3
8.2.3.4

ANHANG

Anhang zu ,,Material und Methoden*

Allgemeine Materialien

Materialien fur Anzucht und Beurteilung von thermophilen Campylo-
bacter species

PCR fur thermophile Campylobacter species

Materialien fur Anzucht und Bearbeitung von Shiga Toxin-bildenden
E. coli

PCR und Real-Time-PCR flr Shiga Toxin-bildende E. coli
PCR

Real-Time-PCR

Anhang zu ,,Ergebnisse*

Ergebnisse der Status-quo-Untersuchung im Stall
Landwirtschaftlicher Betrieb 1, Landkreis Ostallgau
Landwirtschaftlicher Betrieb 2, Landkreis Oberallgau
Landwirtschaftlicher Betrieb 3, Landkreis Oberallgau
Landwirtschaftlicher Betrieb 4, Landkreis Traunstein
Ergebnisse des ersten Untersuchungsdurchganges auf
den Almen

Landwirtschaftlicher Betrieb 1, Landkreis Ostallgau
Landwirtschaftlicher Betrieb 2, Landkreis Oberallgau
Landwirtschaftlicher Betrieb 3, Landkreis Oberallgau
Landwirtschaftlicher Betrieb 4, Landkreis Traunstein
Ergebnisse des zweiten Untersuchungsdurchganges

auf den Almen

Landwirtschaftlicher Betrieb 1, Landkreis Ostallgau
Landwirtschaftlicher Betrieb 2, Landkreis Oberallgau
Landwirtschaftlicher Betrieb 3, Landkreis Oberallgau

Landwirtschaftlicher Betrieb 4, Landkreis Traunstein

LITERATURVERZEICHNIS

101
101
101

103
106

107
114
114
115
117
117
117
121
125
129

132
132
137
142
146

150
150
156
161
166

170



1 EINLEITUNG

Thermophile Campylobacter spp. und Enterohamorrhagische Escherichia coli (EHEC)
stehen seit 2003 hinter Salmonella spp. an zweiter bzw. vierter Stelle der nationalen
Statistik fur bakterielle Enteritiserreger des Robert-Koch-Institutes (RKI). Betrachtet
man die Entwicklung in anderen Landern der Europaischen Union oder auch Nord-
amerikas, so ist davon auszugehen, dass die thermophilen Campylobacter spp. in den
nachsten Jahren Salmonella spp. auch in Deutschland an der Spitze dieser Statistik
ablésen werden. Im Gegensatz zu Salmonellen konnen beide oben genannten
Bakterien allerdings neben der eigentlichen gastrointestinalen Symptomatik postin-
fektiose Syndrome hervorrufen, die bei den betroffenen Patienten zu schweren und
langandauernden Beeintrachtigungen flihren konnen. Bei Kleinkindern verlauft das
hamolytisch-uramische Syndrom (HUS), das haufig mit einer EHEC-Infektion in Zu-
sammenhang gebracht werden kann, in einigen Fallen trotz aller intensivmedizinischen

Maglichkeiten auch heute noch todlich.

Ziel dieser Arbeit war es zum einen, im Rahmen eines Forschungsprojektes des
Bayerischen Landesamtes flr Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL), Ober-
schleiheim, gefordert durch das Bayerische Staatsministerium fur Umwelt, Gesund-
heit und Verbraucherschutz, einen Uberblick dariiber zu erhalten, ob und in welchem
Umfang auf Almen produzierte, naturbelassene Lebensmittel wie Rohmilch und
Rohmilchkase mit Shiga Toxin-bildenden E. coli (STEC) und thermophilen Campylo-
bacter spp. kontaminiert sind. Nach wie vor werden in Bayern wahrend des kurzen
Almsommers ca. 4.500 Kuhe gealpt. Haufig wird die Milch, die in dieser Zeit anfallt,
nicht zur Verarbeitung ins Tal gebracht, sondern direkt auf der Alm an Wanderer und
Berghutten abgegeben oder zu Hart-, halbfestem Schnitt- oder Weichkase sowie Butter
verarbeitet. Da inzwischen auch Hochalmen touristisch erschlossen sind, hat sich der
Personenkreis, an den diese Lebensmittel verkauft werden, in den letzten Jahren
deutlich erweitert. Gerade aber altere Personen oder Kleinkinder, die heute auch zu
den Besuchern von Almen zahlen, gehoéren zu den Risikogruppen fur EHEC- bzw.

Campylobacter-Erkrankungen.

Des Weiteren sollten, neben der oben angesprochenen Fragestellung im Sinne des
gesundheitlichen Verbraucherschutzes, auch Erkenntnisse Uber die Inzidenz und
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Pravalenz beider Erreger bei gealpten Kiuhen gewonnen werden, da bisher keine

Daten fur diese fur den Alpenraum nach wie vor typische Haltungsform vorliegen.

So wurden im Zeitraum von Februar bis September 2004 vier bayerische
Milchviehbetriebe jeweils zu drei Zeitpunkten untersucht. Bei einer Untersuchung
wahrend der Winterperiode im Stall und zwei Probenentnahmen im Sommer auf den
Almen wurden Rinderkot, Milch, Rohmilchkase, Butter und Proben der
Wasserversorgung gewonnen und im Bayerischen Landesamtes fur Gesundheit und
Lebensmittelsicherheit (LGL), OberschleiRheim, qualitativ mit unterschiedlichen
Methoden auf das Vorhandensein von STEC und thermophilen Campylobacter spp.
untersucht. Ebenso wurde ein Teil der enthommenen Proben parallel zu den eigenen
Untersuchungen auf STEC auch an das Nationale Veterinarmedizinische
Referenzlabor E. coli (NRL-Ec), Dessau, eingesandt. Ziel war es, einen Vergleich
zwischen den unterschiedlichen Detektionsmethoden in den beiden beteiligten Laboren

zu erhalten.



2  LITERATUR

2.1 Die Alm- bzw. Alpwirtschaft

Die Alm- bzw. Alpwirtschaft, wie es im Allgau heif3t, gehdért zu den altesten Wirt-
schaftssystemen in den europaischen Alpenlandern. Neuere Forschungen datieren die
alteste bekannte Almsiedlung Europas, die Lackenmoosalm im Dachsteingebiet, auf
8.000 bis 2.000 v. Chr. In Berchtesgaden und Traunstein wird AlImwirtschaft seit dem 8.
Jahrhundert n. Chr. betrieben. Der Grund fur die Entwicklung der Almwirtschaft ist in
der geringen nutzbaren Flache in den Tallagen zu sehen, die alleine ein Uberleben der
bauerlichen Betriebe nicht sichern konnte. Als Rechtsgrundlage fur den Almauftrieb
dient auch heute noch das haufig schon Jahrhunderte alte Weiderecht, das an die
einzelnen Hofe, nicht an deren Besitzer, gebunden ist. Zwischen dem Grundbesitzer
(heute in den meisten Fallen der Freistaat Bayern) und dem Weideberechtigten wird
zum einen die genaue Anzahl und Art des aufzutreibenden Viehs (Rinder, Pferde,
Ziegen, Schweine und Schafe), zum anderen aber auch der Zeitraum des Jahres, in
dem aufgetrieben werden darf, festgelegt (N. N., 2003).

Eine europaweite Agrarkrise flihrte 1870 nicht nur zu einem massiven Preisverfall
landwirtschaftlicher Produkte, sondern auch zu einer Krise der Berglandwirtschaft und
somit zur ersten groRen Abwanderungswelle der Bauern aus dem Alpenraum; viele der
aufgegebenen Bergbauernhofe wurden in Niederalmen umgewandelt. Die zweite grofRe
Abwanderungswelle begann mit Wiederaufbau und Wirtschaftsaufschwung nach dem
Zweiten Weltkrieg. Der steigende Bedarf an Arbeitskraften in der Wirtschaft und der
weitere Preisverfall zwangen die Landwirte zur Spezialisierung, Intensivierung und
einer weitgehenden Mechanisierung der Heimathofe, ebenso stieg der Anteil der
Nebenerwerbsbetriebe deutlich an. Bis in die heutige Zeit gehen auf den Almen die
Auftriebszahlen stark zuruck, schwer zu bewirtschaftende Grunflachen und Hochalmen
werden aufgegeben, viele Milchvieh- in Jungviehalmen ohne Behirtung und Bewirt-
schaftung umgewandelt (Schwarzelmuller, 1993). Wie viele europaische Lander und
private Organisationen bemuht sich die Bayerische Staatsregierung schon lange
darum, die Abwanderung aus dem Alpenraum zu stoppen, um bedeutende Traditionen
sowie eine attraktive Kulturlandschaft zu erhalten, die im bayerischen Fremdenverkehr
eine tragende Rolle spielen. Zu diesem Zweck werden Ausgleichszahlungen und
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Geldmittel aus dem Bayerischen Kulturlandschaftsprogramm als Forderinstrumente
genutzt (Miller, 2003). Auch die Europaische Union (EU) tragt wesentlich zum
Uberleben der Almwirtschaft bei. Trotz der deutlichen Fdrderung haben jedoch viele
Klein- und Kleinstbetriebe, wie sie noch im Alpenraum zu finden sind, bei weiterhin
fallenden Milch- und Fleischpreisen kaum eine Uberlebenschance. Die EU-Oster-
weiterung, die wahrscheinlich zu einer Verringerung der Fordermittel fur die Bergland-
wirtschaft fuhren wird, lasst die Zukunftsaussichten der Landwirte in der Almwirtschaft
sehr ungewiss erscheinen. Wie sich eine solche Entwicklung auf die bayerischen

Almen auswirken kdnnte, zeigen die Verhaltnisse in den franzésischen Alpen:

Im Talbereich, an den vorteilhaften Standorten, finden sich nur wenige, intensiv
bewirtschaftete Grol3betriebe, im eigentlichen Gebirge ebenfalls wenige, sehr extensiv
betriebene Hofe mit hohen Tierzahlen, die Ubrige Gebirgslandschaft ist bewaldet oder

besteht aus riesigen Brachflachen (Schwarzelmiller, 1993).

Die Traditionen in Bezug auf die Almwirtschaft unterscheiden sich, auch innerhalb

Bayerns, von Gebiet zu Gebiet sehr stark:

Im Allgau sind im etwa 100 Tage dauernden Alpsommer die Alphirten (Senner) fur das
Wohlergehen der Tiere verantwortlich. Weibliches Jungvieh wird auf ,Galtalpen®, auf
denen keinerlei Moglichkeit zum Melken vorhanden ist, aufgetrieben; diese kdnnen als
Hochalpen bis auf 2000 m 0. d. M. liegen. Milchklhe findet man dagegen entweder auf
,Kuhalpen®, von denen die Milch zur Weiterverarbeitung ins Tal geliefert wird, oder auf
héher gelegenen ,Sennalpen®, auf denen die Milch direkt durch den Senn verarbeitet
wird. Ebenso gibt es in dieser Region noch sehr haufig sogenannte ,Mischalpen®, auf
denen neben Milchkihen auch Mastschweine, Esel und Pferde gehalten werden.
Haufig handelt es sich um Genossenschaftsalpen, die mit Tieren unterschiedlicher
Landwirte beschlagen werden. Aus dieser Tatsache heraus entwickelte sich der
Brauch der ,Viehscheid®, d. h., dass das Vieh bunt geschmuckt von der Alpe abge-
trieben und auf einem grof3en Platz ,geschieden®, d. h. wieder den Eigentimern zuge-
teilt wird. Die Viehscheid, fur das Jungvieh am 12. oder 13. September, fur die Kihe
spatestens am Matthaustag (21. September), ist in den einzelnen Gemeinden in der

Regel mit einem groflien Volksfest verbunden.
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In Traunstein und Berchtesgaden findet man vermehrt Sennerinnen auf den Almen;
junge Manner sind in diesem Beruf eher selten. Gemeinschaftsalmen existieren auch
in dieser Gegend, allerdings etwas anders angelegt als im Allgau. Zumeist hat jeder
Landwirt seine eigene ,Kaser“ (Almhatte) und somit auch eine eigene Sennerin, die
ausschlieBlich fur seine Tiere verantwortlich ist. Allerdings stehen die ,Kaser” mehrerer
Landwirte haufig auf einer Hochalm zusammen. Insofern entfallt in Traunstein und
Berchtesgaden die traditionelle ,Viehscheid®, wie sie im Allgau udblich ist. Der
Almabtrieb wird aber auch hier mit einem grof3en Fest begangen, wobei die Kihe
teilweise auf abenteuerliche Weise nach Hause geholt werden missen, z. B. mit Boo-

ten quer Uber den Konigssee.

2.2 Gesetzliche Entwicklungen in Bezug auf Shiga Toxin-bildende Escherichia
coli und thermophile Campylobacter species - die EU-Zoonose-Richtlinie
2003/99/EG und ihre Umsetzung in deutsches Recht

Die Richtlinie 2003/99/EG zur Uberwachung von Zoonosen und Zoonoseerregern
fUhrte durch ihr In-Kraft-Treten am 17. November 2003 zur Aufhebung der alten EU-
Zoonose-Richtlinie 92/117/EWG. Zu den nach Anhang |, Teil A Gberwachungspflich-
tigen Zoonosen und Zoonoseerregern zahlen nach der neuen Richtlinie auch
,Campylobacteriose und ihre Erreger® und ,Verotoxinbildende Escherichia coli*
(Europaisches Parlament und Europaischer Rat, 2003). Gemal Artikel 4 ist in den
einzelnen Mitgliedsstaaten eine Uberwachung der in Anhang |, Teil A genannten Zoo-
noseerreger auf der Ebene der Primarproduktion und/oder auf anderen Stufen der
Lebensmittelkette vorgesehen. Die Umsetzung dieser Richtlinie soll in Deutschland vor
allem in Bezug auf Campylobacter jejuni und Campylobacter coli Uber die EinflUhrung
einer Meldepflicht bei Auftreten einer Erkrankung oder des Erregernachweises bei den
relevanten Tierarten (vor allem HUhner und Rinder, aber auch Heimtiere) erfolgen
(Schneider, 2004).

Die neue Zoonose-Richtlinie dient Uberwiegend der Erfassung, Auswertung und
Veroffentlichung von Daten, die zum Auftreten von Zoonosen und Zoonoseerregern in
den einzelnen Mitgliedsstaaten erhoben werden. Dadurch soll eine Gefahrener-
kennung und eine Einschatzung der Gesundheitsrisiken, die von den in Anhang | auf-

gefuhrten Erregern ausgehen, ermdglicht werden. Aufgrund der erhobenen Daten kann
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die EU-Kommission genaue Vorschriften fur einzelne Untersuchungsmethoden und
Bekampfungsmallinahmen erlassen. Insgesamt ist es Ziel dieser Richtlinie, den Schutz
des Verbrauchers zu verbessern und einheitliche Standards in der Europaischen Union

zu gewabhrleisten (Schneider, 2004).

2.3 Molekularbiologische @ Nachweismethoden fir Enterohamorragische

Escherichia coli und thermophile Campylobacter species

2.3.1 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Bei der PCR handelt es sich um eine In-vitro-Technik, mit der man gezielt DNA-
Abschnitte, die von zwei bekannten DNA-Sequenzen eingerahmt werden, verviel-
faltigen kann. Diese Technik geht auf Kary Mullis zurtuck, der 1993 fur seine Ent-

deckung den Nobelpreis fur Chemie erhielt.

Mit Hilfe der PCR lassen sich gesuchte DNA-Sequenzen, z. B. bestimmte Patho-
genitatsgene von Bakterien, vervielfaltigen, danach durch Agarosegelelektrophorese
auftrennen und mit Hilfe einer Ethidiumbromidfarbung nachweisen. Die PCR ist eine
einfache und inzwischen in vielen diagnostischen Labors etablierte Technik, mit der
sich u. a. sowohl bakterielle als auch virale DNA in unterschiedlichen biologischen
Materialien nachweisen lasst und die zugleich hochspezifisch arbeitet, das heif’t, es ist
bereits der Nachweis eines einzigen bakteriellen oder viralen Genoms mdglich
(Streyer, 1996).

Vor allem zwei Entwicklungen flhrten zum Erfolg der PCR: Der Einsatz der
hitzestabilen DNA-Polymerasen und die Erfindung von Geraten, die einen zyklischen
Temperaturwechsel ermdglichen (Thermocycler). Folgende Schritte laufen im Thermo-
cycler vollautomatisch mit einer exakt reproduzierbaren Temperaturregulation fur alle
Proben ab (Newton und Graham, 1997):

- Denaturierung der doppelstrangigen DNA in einer Losung mit Primern, den vier
Desoxynucleotidtriphosphaten (dNTPs), dem Reaktionspuffer und einer
hitzestabilen DNA-Polymerase (93° C - 100° C)

- Annealing der Oligonucleotidprimer an die denaturierte Matrize (37° C - 65° C in

Abhangigkeit von den eingesetzten Primern)
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- Verlangerung der Primer durch die hitzestabile DNA-Polymerase bei 72° C

Die genannten drei Schritte werden zu einem PCR-Zyklus zusammengefasst. Die
Anzahl der Zyklen liegt in der Regel zwischen 25 und 40. Mit steigender Anzahl der
Zyklen nimmt allerdings auch die Anzahl der unerwlnschten Artefakte zu, ohne dass
sich die Menge der Ziel-DNA entscheidend erhoht. So werden selten mehr als 45

Zyklen verwendet (Newton und Graham, 1997).

Am haufigsten wird, wie auch in den nachfolgend beschriebenen Versuchen, Tag-
DNA-Polymerase fir die PCR eingesetzt. Die Tag-Polymerase ist ein thermostabiles
Enzym, das aus dem Mikroorganismus Thermus aquaticus gewonnen wird, welcher
aus einer heilen Quelle im Yellowstone Nationalpark isoliert wurde (Streyer, 1996).
Inzwischen gibt es aber auch die Madglichkeit, Tag-Polymerase gentechnisch
herzustellen. Die optimale Arbeitstemperatur dieses Enzyms liegt zwischen 70° C und
80° C; bei dieser Temperatur erreicht es eine Synthesegeschwindigkeit von 35 bis 100
Nucleotiden pro Sekunde. Die gentechnische Variante der Tag-Polymerase, die durch

Expression des verantwortlichen Gens in E. coli hergestellt wird, tragt die Bezeichnung

Amplitag®. Dieses Enzym kann wesentlich leichter in hochreiner Form gewonnen
werden als die Tag-Polymerase und ist somit fur die meisten PCR-Ansatze heute die
Polymerase der Wahl. Da die Expression und Produktion allerdings in E. coli erfolgt, ist

es ratsam, bei der Amplifikation bakterieller DNA mit zu E. coli homologen DNA-

Sequenzen auf Tag-Polymerase oder hochgereinigte Amplitag®-Versionen
zurlckzugreifen, um Verunreinigungen des PCR-Ansatzes mit DNA aus der
Enzymlésung zu verhindern (Newton und Graham, 1997).

Die fur die PCR bendtigten Puffer sind kommerziell in Kombination mit der Tag-
Polymerase erhaltlich. Zum Teil enthalt der Puffer bereits die entsprechende Menge
MgCl;, zum Teil muss es in der passenden Konzentration noch zugesetzt werden.
Mg#-lonen bilden gemeinsam mit den dNTPs einen loslichen Komplex, der den Einbau
der dNTPS ermdglicht. Zusatzlich kann die MgClL-Konzentration die Polymerase-
aktivitat stimulieren. Generell geht man davon aus, dass eine zu geringe MgChb-
Konzentration die PCR-Ausbeute verringert, eine zu hohe Konzentration dagegen die
Bildung unspezifischer Produkte fordert (Newton und Graham, 1997).



2.3.2 Real-Time-PCR

Im Gegensatz zur PCR erlaubt die Real-Time-PCR die Messung der entstehenden
PCR-Produkte bereits wahrend des PCR-Laufs mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten

Oligonukleotiden (Sagner et al., 1999). Dabei gibt es unterschiedliche Verfahren:

Die einfachste Methode berunt auf der Zugabe von SYBR Green, einem
Fluoreszenzfarbstoff, der in die dsDNA interkalieren kann. So kommt es bei
Fortschreiten der PCR zu einem Anstieg der Fluoreszenz (de Silva et al., 1998).
Allerdings reagiert dieser Farbstoff nicht spezifisch mit der zu untersuchenden DNA-
Sequenz, so dass auch Primer-Dimere, die sich wahrend der PCR bilden kdnnen, eine
Fluoreszenz aufweisen. Durch eine anschlieRende Schmelzkurvenanalyse, wie sie mit
einigen Geraten, z. B. dem LightCycler® (Firma Roche Diagnostic) mdglich ist, kann
eine Differenzierung zwischen den unspezifischen Primer-Dimeren und den er-
wunschten DNA-Amplifikaten vorgenommen werden. Dazu wird nach Abschluss der
PCR die Temperatur kontinuierlich erhdht, bis die PCR-Produkte gemal ihres
Schmelzpunktes nur noch als Einzelstrange vorliegen. Die damit verbundene Fluores-
zenzabnahme wird gemessen. Die wesentlich kleineren Primer-Dimere weisen einen
niedrigeren Schmelzpunkt auf als die spezifischen Sequenzen (Rottengatter, 2003).
Der Nachteil dieser Methode liegt darin, dass jede durchgefuhrte Untersuchung einer

Bestatigungreaktion bedarf, da keine sequenzspezifische Detektion durchgeflihrt wird.

Ein weiteres Verfahren, das auch flir die vorliegenden Versuche eingesetzt wurde,
arbeitet mit fluoreszenzmarkierten Sonden. Das Prinzip beruht auf einer normalen PCR
mittels zweier genspezifischer Primer, die zur Vervielfaltigung des gesuchten DNA-
Fragments eingesetzt werden. Je nachdem aber, welche Art von Sonden verwendet
wird, unterscheiden sich die einzelnen Assays in ihrem weiteren Ablauf.

Bei Verwendung des TaqMan-Assays kommt eine doppelt fluoreszenzmarkierte
Sonde zum Einsatz, die am 5-Ende einen Reporter (Donor-Fluorchrom) und am 3’-
Ende einen Quencher (Akzeptor-Fluorchrom) tragt. Das Donor-Fluorchrom wird durch
Licht angeregt und gibt die entstehende Extinktionsenergie an das Akzeptor-
Fluorchrom ab. Dieses Prinzip, das u. a. dem Einsatz von Hydrolysesonden zugrunde

liegt, bezeichnet man als fluorescence resonance energy transfer (FRET). Der FRET
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kann nur dann stattfinden, wenn Reporter und Quencher in einem definierten Abstand
voneinander liegen. Sobald die raumliche Nahe zwischen den beiden Fluorchromen
aufgehoben wird, weil es durch die fortschreitende Elongation des neusynthetisierten
DNA-Stranges in Verbindung mit der 5°-3'-Exonukleaseaktivitdt der Polymerase zu
einer Freisetzung und letztlich Zerstérung der Sonde kommt, gibt der Reporter die
Extinktionsenergie an die Umgebung ab. Dieser Fluoreszenzanstieg kann durch das
Real-Time-PCR-Gerat detektiert werden (Busch, 2002, Rottengatter, 2003).

Abbildung 1: Funktionsprinzip der Real-Time-PCR (TagManAssay)

Reporter Quencher

Primer fluorchrommarkierte Sonde

Polymerase

—
RRRRERIRER
IR
Freisetzung und Zer- ¢ Licht

X /Abgabe von Extinktions-
ﬁ energie

stérung der Sonde
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Hybridisierungsonden dagegen werden u.a. flr die LightCycler®Technik verwendet.
Zum Einsatz kommen hier zwei fluoreszenzmarkierte Sonden, die eine tragt das
Donor-Fluorchrom am 5'-Ende, die andere das Akzeptor-Fluorchrom am 3'-Ende.
Beide Sonden mussen nun in einem definierten Abstand zueinander an die DNA
binden, damit wiederum ein FRET stattfinden kann. Angeregt von einer externen
Lichtquelle Ubertragt das Donorfluorchrom Energie auf das Akzeptorfluorchrom. Dieses
wiederum emittiert Extinktionsenergie in Form von Fluoreszenz, die durch das Real-
Time-Gerat gemessen werden kann. Vorteil dieses Assays ist, dass es zusatzlich fur
eine Schmelzkurvenanalyse genutzt werden kann (de Silva et al., 1998, Sagner et al.,
1999).

Ein Vorteil, der die Real-Time-PCR gegenuber der PCR auszeichnet, liegt in der erfol-
genden Online-Detektion. Jeder einzelne Zyklus kann am Computer mitverfolgt wer-
den. Ein weiterer Vorteil ist in dem Fehlen der ,carry over‘-Kontamination mit PCR-
Produkten zu sehen, der bei einer sich der PCR anschliellenden Gelelektrophorese nie
vollig ausgeschlossen werden kann. Des Weiteren ermdglicht die mit einigen Geraten
durchfuhrbare Schmelzkurvenanalyse eine Feindifferenzierung der Proben. Schlie3lich
fuhrt die Real-Time-PCR im Vergleich zur konventionellen PCR zu einer Arbeits-
erleichterung, bedingt durch den Wegfall der Gelelektrophorese, und einem Zeitvorteil

von ein bis zwei Stunden (Rottengatter, 2003).
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Abbildung 2: Beispiel fur ein Real-Time-PCR-Ergebnis beim Einsatz fluoreszenz-
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2.4 Enterohamorrhagische Escherichia coli (EHEC)

2.4.1 Mikrobiologische Eigenschaften der Escherichia coli

Die Bakterienspezies Escherichia coli, 1885 zum ersten Mal durch den Kinderarzt
Escherich aus Stuhlproben von Sauglingen isoliert, zahlt zu den gramnegativen, nicht
sporenbildenden Stabchenbakterien. Kapselbildung und peritriche Begeilelung finden
sich bei den meisten Stammen; es kommen aber auch unbegeillelte und damit
unbewegliche Stamme vor (Karch et al., 1996). E. coli stellen keine besonderen
Anspriiche an das Substrat und wachsen auf vielen gebrauchlichen Nahrbéden bei
Temperaturen zwischen 30° C und 45° C. Die Anzucht kann routinemafig auf Agar-
Nahrbéden erfolgen, auf denen E. coli entweder in grau-weilllichen Kolonien mit
glattem Rand, der sogenannten S-Form, oder aber in kleineren matten Kolonien mit
gezacktem Rand, der R-Form wachsen (Kayser, 1998, Selbitz, 2002). Bei spezielleren
Fragestellungen werden Blutagar, Mueller-Hinton-Agar oder Selektivnahrbdden, wie
zum Beispiel ENDO- oder Rapid E. coli (REC)-Platten bevorzugt. ENDO-Platten, 1904
von Endo zum ersten Mal zum Nachweis von ,Thyphusbacillen“ eingesetzt, enthalten
Natriumsulfit und Fuchsin als Fuchsinsulfit-Verbindung. Beide Substanzen sind zum
einen in der Lage, das Wachstum grampositiver Bakterien zu hemmen, zum anderen
reagiert Fuchsin mit dem Aldehyd, den E. coli und Coliforme bei der Fermentation von
Lactose freisetzen, 10st sich aus der Verbindung und flhrt zu einer Rotfarbung der
Kolonien. Dieser Reaktionsmechanismus ist beim Wachstum von E. coli so stark, dass
Fuchsin auskristallisiert und die Kolonien einen grinschimmernden Metallglanz erhal-
ten (N.N., 1996). Allerdings finden sich unter den E. coli auch einige Stamme, die
Lactose-negativ sind und somit nicht Uber diesen Selektivndhrboden nachgewiesen
werden kénnen. Betrachtet man die Ubrigen biochemischen Fahigkeiten der E. coli, so
zeigt sich, dass die uUberwiegende Anzahl der Stamme Katalase bildet, allerdings
weder Uber eine Cytochromoxidase noch Uber die Fahigkeit zur H.S-Bildung verfugt.
Ein Nachweis dieser Eigenschaften ist Uber die Spaltung von H,0O, (Katalase) oder die
Oxidation einer Phenylendiamin-Verbindung (Cytochromoxidase) mdglich (Bettelheim,
1994).

Eine weitere Unterteilung und Typisierung der Stamme erfolgt Uber die jeweils
vorhandenen O-, K- und H-Antigene. Bei O, H und K handelt es sich um Bestandteile
der Zellwand (O), der GeilRel (H) oder der Kapsel (K). Die Kapsel, die E. coli ausbildet,
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ist, zusammen mit einigen Zellwandantigenen, fur die Serumresistenz der Bakterien
verantwortlich, die fur die Uberlebensfahigkeit im Blut eines Patienten von entschei-
dender Bedeutung ist. Entweder wird eine Komplementaktivierung vollig unterbunden
oder die Ablagerung des aktivierten Komplementkomplexes in der bakteriellen
Zellwand verhindert (Rolle und Mayr, 1993). Man kann gegenwartig tber 170 O-, ca.
100 K- und 56 H-Antigene differenzieren, was zu mehr als 10.000 Kombinations-
moglichkeiten fuhrt.

Viele E. coli-Stamme besiedeln als Kommensalen den Darm von Mensch und Tier
bereits wenige Stunden nach der Geburt und liefern dem Korper wichtige Stoff-
wechselprodukte, die zum Beispiel fur die Blutgerinnung bendtigt werden. Allerdings
gehdren nicht alle E. coli zu den fur den Menschen ungefahrlichen Bakterien.
Bestimmte Erregerstamme fuhren zu einem breiten Spektrum von Erkrankungen, das
von einer harmlosen Reisediarrhée bis hin zu lebensgefahrlichen Krankheitsbildern wie
dem hamolytisch-uramischen Syndrom (HUS) reicht (Ammon et al., 2000). In Bezie-
hung zu einigen O-Antigenen treten gehauft plasmidkodierte Virulenzfaktoren, wie die
Befahigung zur Hamolysin- oder Enterotoxinbildung, auf, die eine Unterteilung der
Stamme in Subtypen ermdglicht. Nach heutigem Wissensstand unterscheidet man hier

zwischen:

- Enterotoxischen E. coli (ETEC)

- Enteropathogenen E. coli (EPEC)

- Enterohamorrhagischen E. coli (EHEC)
- Enteroinvasiven E. coli (EIEC)

- Enteroaggregativen E. coli (EAEC) und
- Diffus adharenten E. coli (DAEC)

Unter diesen Pathovaren haben EHEC, neben EPEC, die Uberwiegend bei Kindern
unter zwei Jahren angetroffen werden, wahrscheinlich die weitaus grof3te Bedeutung
(RKI, 2000).

2.4.2 Pathogenitatsfaktoren

Enterohamorrhagische Escherichia coli (EHEC) zahlen in der Bundesrepublik

Deutschland inzwischen neben Salmonellen und thermophilen Campylobacter spp. zu
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den haufigsten bakteriellen Enteritiserregern (RKI, 2003). Zu den Eigenschaften dieser
Bakterien rechnet man die Fahigkeit, Shiga Toxin (auch als Shiga-like-Toxin oder
Verotoxin bezeichnet) zu produzieren, was ihnen die Bezeichnung Shiga Toxin-
bildende Escherichia coli (STEC) oder Verotoxin-bildende Escherichia coli (VTEC)
eingebracht hat. Die Symptome einer EHEC-Infektion beim Menschen kdénnen von
einer akuten Enteritis Uber eine hamorrhagische Colitis bis hin zu haufig tddlich
endenden postinfektiosen Syndromen, dem hamolytisch-uramischen Syndrom (HUS)
mit oder ohne zerebrale Begleiterscheinungen, reichen (Karch et al., 1996). Betroffen
von den oben genannten Komplikationen sind zumeist (Klein-)Kinder und altere
Menschen. Unter dem Begriff EHEC im engeren Sinn versteht man STEC, die zu den
vorher genannten Erkrankungen beim Menschen fihren kénnen. Da es aber mit den
bislang vorhandenen Untersuchungsmethoden nicht moglich ist, eindeutig zwischen
EHEC und STEC =zu differenzieren, werden im Moment alle beim Menschen
gefundenen Isolate als EHEC, alle bei Tieren gefundenen Isolate mit den Synonyma
STEC oder VTEC bezeichnet (Frank und Alpers, 2003, Lehmann et al., 2003).

Die Unterteilung der EHEC in Serovare erfolgt seit Jahrzehnten nach der O:K:H-
Seroformel. Diese Antigendefinition gilt nicht nur fir die Gattung Escherichia, sondern
auch beispielsweise fur Salmonellen und viele andere Bakterien. Der Nachweis eines
bestimmten Serovars oder speziell O-Antigens gibt in vielen Fallen einen Hinweis auf
die Virulenz des isolierten Stammes. Auch fur epidemiologische Untersuchungen
werden solche Unterscheidungsmerkmale genutzt. So kénnen die Antigene als

indirekte Virulenzfaktoren interpretiert werden (Selbitz, 2002).

Nach den Surveillancedaten des RKI, erhoben im Zeitraum von 2001 bis 2003, wurde
bei 47 % der gemall Infektionsschutzgesetz (IfSG) gemeldeten humanen EHEC-
Erkrankungen eine O-Antigentypisierung durchgefihrt. Diese ergab, dass 0157 (39
%), 0103 (31 %), 026 (21 %) und 091 (9 %) in der Mehrzahl der Falle fur eine
Erkrankung verantwortlich waren (Frank et al., 2004). Anders als in den USA und
Grofbritannien nehmen in Deutschland somit Stdmme des Serovars O157:H7 keine
unangefochtene Vormachtstellung ein (Beutin et al., 1998). Ebenso st6l3t man bisher
nur in Deutschland haufiger auf einen besonderen Klon von EHEC O157:H-, der in der
Lage ist, Sorbit zu vergaren und B-Glucuronidase zu produzieren. Die grofdten HUS-
Ausbriche in Deutschland konnten seit 1988 auf eben diesen Klon zurtickgefiuhrt
werden (Karch, 2004).
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Wie bereits erwahnt, geht der Name STEC auf die Fahigkeit zur Bildung
unterschiedlicher Zytotoxine, der Shiga Toxine zurlck (Karch et al., 1996). Eine
einheitliche Nomenklatur fur die unterschiedlichen Toxintypen konnte sich bislang in
der wissenschaftlichen Fachwelt noch nicht durchsetzen; eine mogliche Losung ware
daher die von Calderwood at al. (1996) publizierte und von der American Society for
Microbiology ubernommene Nomenklatur. Demnach bleibt die Bezeichnung Shiga
Toxin fur die Toxine des Genus Shigella bestehen. Die zurzeit bekannten zwei Shiga
Toxingruppen von E. coli tragen die Namen Shiga Toxin 1 (stx7) und Shiga Toxin 2
(stx2), wobei als Varianten des Shiga Toxin 1 ein Shiga Toxin 1c und 1d (Zhang et al.,
2002, Burk et al., 2003), als Varianten des Shiga Toxin 2 die Shiga Toxine 2c, 2d, 2e
und 2f gefunden wurden (Weinstein et al., 1988, Schmidt et al., 2000, Brett et al.,
2003). Molekularbiologisch gesehen ist das Shiga Toxin 1 nahezu identisch mit dem
Shiga Toxin, das sich bei Shigella dysenteriae findet. Shiga Toxin 2 dagegen zeigt nur
eine etwa 60 %ige Aminosaure-Sequenzhomologie zu Shiga Toxin 1 auf (Friedrich,
2002). Shiga Toxine haben verschiedene Eigenschaften, die zu ihrer Rolle im
Krankheitsverlauf beitragen; so wirken sie zytotoxisch, enterotoxisch und neurotoxisch.
Die Enterotoxizitat ist u. a. fur den ,milderen“ Verlauf einer EHEC-Erkrankung, die
akute Enteritis, verantwortlich, wahrend die Zytotoxizitat zu einer hamorrhagischen
Colitis und in letzter Konsequenz auch zum hamolytisch-uramischen Syndrom fuhrt.
Bezogen auf ihre Wirkungsweise zahlen die Shiga Toxine, ahnlich wie das Cholera-
Toxin, zu den AB-Toxinen, d. h. sie bestehen aus einer B-Untereinheit fir die
spezifische Bindung an die Oberflache ihrer Zielzellen und einer A-Untereinheit als
eigentlicher Wirkkomponente (Karmali, 1989, Kayser et al., 1997). Betrachtet man die
zytotoxische Wirkungsweise, binden die unterschiedlichen Shiga Toxin-Varianten
mittels ihrer B-Untereinheiten an bislang zwei bekannte Rezeptoren der
Endothelzellen: Shiga Toxin 1, 2 und 2c an Globotriaosylceramid 3 (Gb3) und Shiga
Toxin 2e an Globotetraosylceramid 4 (Gb4). Fir die Ubrigen Varianten sind die
Rezeptoren noch unbekannt. Uber die Rezeptoren erfolgt eine Endozytose des Toxins
ins Zellinnere, wo eine membranstandige Furinprotease die A-Untereinheit spaltet. Es
entsteht ein aktives A1-Fragment, das in der Lage ist, die Proteinsynthese der Zelle zu
blockieren (Karmali, 1989, Friedrich, 2002).
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Abbildung 3: Skizze des Funktionsmechanismus der Shiga Toxine (Zytotoxizitat):

Shiga Toxin
Shiga Toxin
Gb3/Gb4 9 Gb3/Gba
—>
Membran Endozytose
Furinprotease
4/
W\N\N\x = Atuneremner
Ribosom
Protelnblosynthese
Legende:

. B-Untereinheit des Shiga Toxins
. A-Untereinheit des Shiga Toxins

W A1-Untereinheit mit der Funktion einer rRNA-N-Glykosidase

Die Verbreitung der einzelnen STEC variiert gemafl der unterschiedlichen
Toxinbildung. Wahrend Shiga Toxin 1, 1c, 2, 2c und 2d Uberwiegend aus E. coli
humaner Stuhlproben und Rinderkotproben, selten auch bei Schafen, isoliert wurde,
findet sich Shiga Toxin 2e fast ausschlieRlich bei Schweinen mit Odemkrankheit
(Weinstein et al., 1988) und nur selten in humanen lIsolaten, die dann auch anderen
Serogruppen angehoéren. Shiga Toxin 2f wiederum konnte bis jetzt nur in Tauben-
isolaten, nicht aber bei humanen Serogruppen nachgewiesen werden (Schmidt et al.,
2000, Friedrich, 2002). In einer Studie des Bayerischen Landesamtes flir Gesundheit
und Lebensmittelsicherheit (LGL), die den Zeitraum vom 01.04.1996 bis zum
31.03.2002 umfasst, konnten bei den 1147 humanen EHEC- Erkrankungen, die mittels
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PCR untersucht wurden, in 456 Fallen (40 %) nur stx1, in 361 (31 %) nur stx2 und in

330 (29 %) Fallen sowohl stx1 und stx2 nachgewiesen werden (Morlock, 2002).

Neben den beiden Shiga Toxin-Typen stx7 und stx2 sind E. coli-Stamme, ebenso wie
viele andere Bakterien in der Lage, Cytolethal distending toxins (CDTs) zu produzieren.
Finf unterschiedliche cdt Allele wurden bis jetzt in E. coli entdeckt, wobei bei einzelnen
Serotypen cdt chromosomal-, bei anderen plasmidkodiert ist. Die Pathogenitat einiger
Non-O157-Stamme konnte auf die CDT-Aktivitat zurlckzufihren sein (Janka et al.,
2003, Bielaszewska, 2004).

Weitere Pathogenitatsfaktoren, die auch zur Charakterisierung von EHEC genutzt
werden, sind das Hamolysin hly-Gen (E-hly), das fir ein porenbildendes Zytotoxin
kodiert und das Intimin eae-Gen. Wahrend E-hly auf dem Plasmid pO157 lokalisiert ist,
findet sich das eae-Gen ebenso wie die Shiga Toxin-Gene im Chromosom des Bak-
teriums. Das eae-Gen ist Teil des LEE (Locus of Enterocyte Effacement), der wich-
tigsten und verbreitetsten Pathogenitatsinsel darmpathogener E. coli, der fur ein Typ
[lI-Sekretionssystem, ein Adhasin (Intimin) und verschiedene uber das Typ llI-
Sekretionssystem sezernierte Proteine kodiert. Diese Gene sind fir die Ausbildung von
Attaching-and-Effacing-(AE-)Lasionen am Darmepithel verantwortlich (Karch und
Kohler, 1999, Perna et al., 2001, Kirsch et al., 2004, Bertin et al., 2004).

Abbildung 4: Virulenzfaktoren von EHEC
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2.4.3 Postinfektiose Komplikationen einer EHEC-Infektion

Das hamolytisch-uramische Syndrom (HUS) (Originalbeschreibung 1955 durch den
Pathologen Gasser und den Schweizer Kinderarzt Gautier) ist durch eine hamolytische
Anamie, Thrombopenie und ein akutes Nierenversagen gekennzeichnet. Die Inzidenz
betragt 0,7 bis 1,0 Falle pro 100.000 Kinder unter 15 Jahren in Deutschland und
Osterreich, die Letalitat liegt immer noch bei ein bis drei Prozent der Falle
(Zimmerhackl, 2004), etwa ein Drittel der Patienten wird dialysepflichtig. Auch wenn
inzwischen andere Ursachen fir HUS bekannt sind, wird die iberwiegende Anzahl der
auftretenden Falle im Kindesalter mit EHEC assoziiert (Karmali et al., 1985). Als
Langzeitkomplikationen sind eine persistente Proteinurie, Hamaturie, eine arterielle
Hypertonie sowie dauerhafte Einschrankungen der Nierenfunktion beschrieben. Auch
ein rekurrierende HUS (recHUS) ist, vor allem bei Kleinkindern, moglich. Die Patho-
genese des recHUS ist bis jetzt noch nicht geklart. Man geht aber davon aus, dass
neben der auslésenden EHEC-Infektion eine pathologische Komplementaktivitat vorlie-
gen muss, um diese durch zahlreiche Rezidive gekennzeichnete Erkrankung
auszulésen (Prufer, 2004). Eine zeitliche Obergrenze, in der eine dieser Kompli-
kationen auftreten kann, gibt es nicht; in der Literatur finden sich auch Zeitrdume von
bis zu 15 Jahren (Brandis et al., 2002).

Der genaue Mechanismus der EHEC-assoziierten HUS ist nach wie vor nicht in allen
Details geklart; allerdings kennt man inzwischen die wichtigsten Pathogenitats-

mechanismen:

Aufgrund der oben beschriebenen Pathogenitatsfaktoren der EHEC gelangen Shiga

Toxin und Lipopolysaccharide aus dem Darm in den Blutkreislauf. Endothelzellen

werden aktiviert, was eine Ausschuttung von Interleukin 1, 6, 8, 10 und TNFa sowie
eine Schadigung der Endothelzellen nach sich zieht. Des Weiteren kommt es zu einer
Freisetzung des von-Willebrand-Faktors und einer Aktivierung der Gerinnungs-
kaskade. Ein lokaler Verbrauch der Thrombozyten am Endothel fuhrt zu einer generali-
sierten Thrompozytopenie. Diese Reaktion findet Uberwiegend in den Kapillaren der
Niere statt und bedingt dort eine Kongestion der glomerularen Kapillaren. Die lokale
Schadigung des Epithels in der Niere fuhrt zu einer akuten tubularen Nekrose (Brandis
et al., 2002).
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Die Trennung zwischen HUS und der thrombotisch-thrombozytopenischen Purpura
(TTP), einer weiteren postinfektiosen Komplikation der EHEC-Infektion, ist nach
heutigen wissenschaftlichen Erkenntnissen nur noch aus historischer Sicht berechtigt,
so dass inzwischen von HUS/TTP gesprochen wird. Bei der lokalen Thrombenbildung,
die durch eine aktivierte Gerinnung ausgelost wird, spielt der von-Willebrand-Faktor
eine wichtige Rolle. Man geht davon aus, dass die Protease, die normalerweise fur die
Auflosung des von-Willebrand-Faktor-Aggregats verantwortlich ist, durch Antikorper

gehemmt wird, was eine aktivierte Gerinnung nach sich zieht (Brandis et al., 2002).

1996 wurde zuerst in Bayern, ab November 1998 dann aufgrund des § 3 BSeuchG
deutschlandweit eine Meldepflicht fir EHEC-Infektionen und HUS-Erkrankungen
eingefuhrt, wobei eine Vielzahl von EHEC-Erkrankungen, die nur mit einer akuten
Enteritis einhergehen, anders als HUS, wohl nicht erfasst werden durften. Nach den
statistischen Erhebungen des RKI wurden im Jahr 2003 1.135 EHEC-Erkrankungen
(auler HUS) und 81 HUS-Falle registriert (RKI, 2003).

Tabelle 1: Surveillance-Daten des Robert-Koch-Institutes fiir EHEC und HUS
(BSeuchG bis 2000/IfSG ab 2001):

Erkrankte Personen

Art der Erkrankung 1999 2000 2001 2002 2003
EHEC (ohne HUS) 082 1088 947 1134 1135
HUS 68 64 65 115 81

2.4.4 Veterinarmedizinische Bedeutung der Shiga Toxin-bildenden E. coli

2.4.4.1 Lebensmittelhygienische Sicht

Der erste Nachweis von EHEC, und zwar des Stammes O157:H7, gelang wahrend
eines Ausbruchs von hamorrhagischer Colitis 1982 in den USA und wenig spater in
Kanada (CDC, 1983, Karch et al., 2000). Dieser Ausbruch war auf den Verzehr von
nicht ausreichend erhitzten Hamburgern zurlckzufihren; in Deutschland wurden die
ersten Erkrankungen 1985 registriert. Nach heutigem Wissensstand gelten folgende

Ubertragungswege als gesichert (RKI, 2001):
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- kontaminierte Lebensmittel und Trinkwasser, sowie Baden in kontaminierten
Gewassern

- Kontaktinfektionen von Mensch zu Mensch

- Tierkontakt

Als Hauptreservoir hat man Wiederkauer, insbesondere Rinder, aber auch Schafe und
Ziegen, identifiziert, die als symptomlose Ausscheider von STEC gelten (Bllte et al.,
1990, Beutin et al., 1993, Baljer und Wieler, 1999). Eine Studie zu dem Vorkommen
von STEC im Kot von Schlachtrindern ergab 1997 eine Nachweisrate von 47,6 %
(Richter et al.,, 1997). Einzelkotuntersuchungen bei klinisch gesunden Rindern in
Deutschland, durchgefuhrt durch die zustandigen Behdrden der einzelnen Bundes-
lander, ergaben 2002 eine Nachweisrate fur STEC von 12,24 %, bei Milchrindern von
9,5 % (Hartung, 2003). Da diesen Untersuchungen allerdings relativ geringe Tierzahlen
zugrunde liegen, kann davon ausgegangen werden, dass die Durchseuchungsrate in
einzelnen Bestanden auch erheblich hoher, teilweise sogar bis 100 %, liegt (Bllte,
2004). Eine Langzeituntersuchung der Bundesforschungsanstalt flr Viruskrankheiten
in vier deutschen landwirtschaftlichen Betrieben ergab eine STEC-Nachweisrate von
29 - 82 % bei den beprobten Tieren (Geue et al., 2002); die dort gewonnenen Isolate
besallen alle das genetische Potential typischer EHEC-Stdamme, so dass ein

Gefahrdungspotential fir den Menschen gegeben ist (Geue et al., 2004).

Auch bei anderen gesunden Haustieren (u. a. Katzen und Hunden) konnten STEC im
Kot nachgewiesen werden. Eine Gefahrdung des Menschen ist somit auch bei diesen
Tierarten nicht auszuschlielRen (Beutin et al., 1993, Gallien et al., 1994, Stocker, 2002).
Bei Pferden gelang nach einer Studie von Goll und Bilte in 61 % der untersuchten
Kotproben der Nachweis von E. coli O157-Stammen, die allerdings weder ein Shiga
Toxin- noch ein eae-Gen trugen. So ist davon auszugehen, dass Pferde kein Reservoir
fur STEC darstellen (Goll und Bllte, 2004).

Neben den Haustieren muss man aber auch Wildtiere, insbesondere Wildwiederkauer,
zu den STEC-Reservoirs zahlen (Lehmann et al., 2003). Auch Uber O157:H7-
Ausbruche nach Verzehr von Hirschfleisch wurde bereits berichtet (Keene et al., 1997,
Rabatsky-Ehr et al., 2002).
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Da die durch EHEC produzierten Shiga Toxine nicht hitzestabil sind, lassen sich
lebensmittelbedingte Ausbriche am besten dadurch verhindern, dass Speisen vor
Verzehr ausreichend erhitzt werden. Das empfiehlt sich vor allem bei Risikogruppen,
also Kindern bis 6 Jahren und &lteren Menschen. Durch die Anderung der
Milchverordnung (MilchV) vom 3. Dezember 1997 ist inzwischen auch das Verbot,
unpasteurisierte Milch, einschlieBlich Vorzugsmilch, in Gemeinschaftseinrichtungen
abzugeben, gesetzlich verankert. Des Weiteren versucht man, ebenfalls durch
gesetzliche Vorschriften (§ 8, MilchV),
vermarktung durch entsprechende Warnhinweise in den Abgabestellen zu verhindern.

Rohmilchkonsum aufgrund von Direkt-

Eine der wenigen Ausnahmen bilden hier die Alm- und Alpbetriebe, fur die gemaf § 8,
Absatz 2, MilchV gesonderte Regelungen gelten, sofern eine Abgabe von Rohmilch nur
an Wanderer und Almhutten erfolgt. Darin ist allerdings eine potentielle Gefahrdung

des Verbrauchers durch eine EHEC-Infektion zu sehen.

Tabelle 2: O157:H7-Ausbriche und vermutete Kontaminationsquellen (CDC, 1997,
WHO, 2000, CDC, 2003)

Anzahl der Betrof-

Ort Kontaminationsquelle fenen (Todesfille) Zeit
Vermutlich unzureichend
Burdine Township, Lokale Trinkwasser- 243 (4) Dezember 1989

USA versorgung bis Januar 1990

Sudafrika und Lokale Trinkwasserver- mehrere 1000

Swasiland sorgung

Unpasteurisierter

Westen der USA Apfelsaft

Unzureichend erhitzte

Winnipeg, Kanada Hamburger

Lokale Trinkwasserver-

Walkerton,
sorgung

Ontario, Kanada

Oktober 1992

(unbekannt)
66 (1) Oktober 1996
7 (0) Mai 1999
2000 (7) Sommer 2000
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2.4.4.2 Bedeutung der Shiga Toxin-bildenden E. coli bei Nutztieren

Man geht davon aus, dass STEC bei erwachsenen Rindern zur normalen Darmflora zu
zahlen sind; Erkrankungsfalle werden bei Kalbern beschrieben (Baljer et al., 1990).
Das Erregerspektrum der neonatalen Kalberdiarrhoe umfasst vor allem verschiedene
ETEC-Stamme (Selbitz, 2002). In Infektionsversuchen konnten amerikanische
Forscher allerdings nachweisen, dass E. coli O157:H7 bei Kalbern wassrig-blutige
Diarrhoe hervorrufen kann; auch Todesfalle wurden beschrieben (Dean-Nystrom et al.,
1998). Neben der neonatalen Kalberdiarrhoe sind E. coli auch fur Jungtierseptikdmien
bei Rindern und Schafen verantwortlich. Hier steht das Serovar O78:K80 im
Vordergrund, es werden aber auch ,bestandsspezifische Stamme isoliert (Selbitz,
2002). STEC-Stamme scheinen bei dieser Erkrankung allerdings keine Rolle zu
spielen. Des Weiteren werden bei erwachsenen Tieren Colimastitiden beobachtet;
allerdings ist es nicht mdglich, bestimmte E. coli-Stamme als eutervirulent zu
charakterisieren. Es ist somit nicht auszuschlieBen, dass bei einem solchen
Geschehen auch STEC beteiligt sind, vor allem, da eine Euterinfektion haufig durch
Bakterien aus der Umgebung verursacht wird (Selbitz, 2002). Bei Ferkeln werden,
ahnlich wie bei Kalbern, ETEC-Stamme als Erreger der Coliruhr der Saugferkel und der
Colidiarrhoe der Absatzferkel (postweaning diarrhoe) diagnostiziert. STEC dagegen
sind fir die Colienterotoxamie (Odemkrankheit) vornehmlich in den ersten zwei
Wochen nach dem Absetzen verantwortlich. Der Shiga Toxin-Subtyp stx2e wird am
haufigsten bei diesen Erregern isoliert. Er fuhrt aufgrund von Gefaldschadigung zur
Odembildung, zur Schadigung des Nervengewebes und schlieRlich zur Encephaloma-
lacie. Die STEC-Stamme, die fiir die Odemkrankheit verantwortlich sind, zéhlen aller-
dings nach heutigen Erkenntnissen nicht zu den Zoonoseerregern (Appel et al., 1989,
Bullte et al., 1990, Europaische Kommission, 2000, Selbitz, 2002, Bauernfeind et al.,
2004).

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die ETEC- und STEC-Stamme, die bei Tieren
ernstzunehmende Erkrankungen hervorrufen, bei humanen Erkrankungsfallen keine

Rolle spielen.
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2.4.4.3 Malhnahmen im Rahmen des offentlichen Gesundheitswesens

Seit Jahren wird mit Unterstutzung der WHO intensiv an humanen Impfstoffen gegen
ETEC und EHEC geforscht. Eine in Schweden entwickelte Schluckvaccine gegen
ETEC ging 1999 in die klinische Prufung ebenso wie eine Lebendvaccine des Center
of Vaccine Development of the University of Maryland (USA). Beide werden an
groReren Populationen getestet - an Kindern und Jugendlichen in Entwicklungslandern
und an Reisenden aus Industrienationen in Entwicklungslandern (WHO, 1999).
Japanische Forscherteams haben einen attenuierten Lebendimpfstoff und eine Stx-
Subunit-Vaccine hergestellt, weitere Entwicklungen sind abzuwarten (WHO, 1999). Ob
diese Impfstoffe in absehbarer Zeit auf den Markt kommen und ob sie sich nach einer
genauen Kosten-Nutzen-Abwagung durchsetzen werden, bleibt abzuwarten. Da sich
aber eine Infektion mit EHEC oder ETEC auch bei grof3tmdglicher Hygiene sowohl im
Lebensmittel- wie auch im Tierbereich nicht ausschlieBen Iasst, stellt eine

Schutzimpfung gerade auch fur Risikogruppen eine tberlegenswerte Investition dar.

Auf dem veterindrmedizinischen Sektor hat die Vaccine and Infectious Disease
Organization der University of Saskatchewan (Kanada) in Zusammenarbeit mit zwei
kanadischen Pharmaunternehmen eine Vaccine gegen E. coli O:157 entwickelt, die
unter experimentellen Bedingungen eine Reduktion der Ausscheidung um 95 % be-
wirkt. Tests unter Feldbedingungen erbrachten immerhin eine Reduktion um 59 % im
Vergleich zu ungeimpften Tieren. Sollten sich die Ergebnisse weiterhin so positiv ent-
wickeln, kann man mit einer Einfuhrung der Vaccine auf dem nordamerikanischen
Markt in ein bis zwei Jahren rechnen. Es soll nun des Weiteren getestet werden, ob

der Impfstoff auch fur andere E. coli-Stamme eingesetzt werden kann (Laidwell, 2004).

Ein weiterer Forschungsschwerpunkt der nachsten Jahre wird auf der genaueren
Identifizierung der Pathogenitatsfaktoren liegen. Zum einen ergibt sich das Problem,
dass inzwischen eine Gruppe sog. Shiga Toxin-Nonsecretors entdeckt wurde, die zwar
das Gen flr stx7 und/oder stx2 tragt, aber nicht in der Lage ist, dieses Toxin zu
exprimieren (Zhang et al.,, 2004). Eine solche Diskrepanz zwischen Genotyp und
Phanotyp stellt gerade bei einer PCR-basierenden Diagnostik und einer

anschlielRenden lebensmittelrechtlichen Beurteilung ein Problem dar.



24

Ebenso versucht man auf dem humanmedizinischen Sektor, eine routinemalige stx-
Feintypisierung als prognostischen Marker zu etablieren, da mittlerweile klar ist, dass
Isolate mit stx7 Uberwiegend Enteritis, Isolate mit six2 in Kombination mit eae haufiger
HUS verursachen (Roggentin, 2004).

2.5 Thermophile Campylobacter species

2.5.1 Mikrobiologische Eigenschaften der thermophilen Campylobacter species

Zur Gattung der Campylobacter zahlen gramnegative, schlanke, nicht-sporenbildende,
monotrich begeillelte, schraubig gedrehte Stabchen, die charakteristische korken-
zieherartige Bewegungen ausfuhren. Sie wachsen unter mikroaeroben oder anaeroben
Bedingungen, je nach Spezies, bei unterschiedlichen Temperaturoptima. Die
thermophilen Campylobacter spp., zu denen Campylobacter jejuni, coli, lari und
upsaliensis zahlen, haben ihr Wachstumsoptimum bei 42° C, Campylobacter fetus
fetus dagegen bei 25° C. Fur die Anzucht stehen unterschiedliche flissige oder feste
Selektivnahrmedien zur Verfugung (Elmer-Englhard et al., 1998, Selbitz, 2002,
Donnison, 2003). Als flussiges Anreicherungsmedium wird im Lebensmittelbereich
haufig Preston-Bouillon eingesetzt. Diese enthalt neben lysiertem Pferdeblut auch vier
antibiotische Supplemente: Polymyxin B (5 IU/ml), Rifampicin (10 pg/ml), Trimethoprim
(10 pg/ml) und Amphotericin B (100 ug/ml) (Donnison, 2003). Die Antibiotikazusatze
sollen die Vermehrung der Begleitflora, die in Lebensmitteln, insbesondere aber auch
in Kotproben immer vorhanden ist, hemmen und so eine optimale Anreicherung der
Campylobacter spp. ermoglichen. Gegenwartig ist allerdings auf nationaler und
internationaler Ebene ein neuer Entwurf fur ein kulturelles Nachweisverfahren von
Campylobacter spp. in Lebensmitteln (DIN EN ISO 10272-1:2004) in Diskussion, in
dem die bisher ublicherweise verwendete Preston-Bouillon durch ein anderes
Selektivnahrmedium (Bolton-Bouillon) ersetzt werden soll (Bartelt, 2004). Zur Anzucht
auf festen Nahrmedien kann neben normalem Blutagar bei einer starken
Verunreinigung der Probe auch auf Selektivnahrboden zuruckgegriffen werden.
Geeignet ist hier zum Beispiel Skirrow-Agar, der, ebenso wie die Preston-Nahrbouillon,

antibiotische Zusatze enthalt.
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Tabelle 3: Eigenschaften der wichtigsten Campylobacter spp. (nach N.N., 1996 und
Bridson, 1995)

Spezies Biochemische Reaktionen Wachstumstemperatur
Katalase Nitrat H.S Hippurat Urease +25°C +37°C +42°C

C. fetus fetus + + - — - + + I+
C. fetus + + - - _ + + +
venerealis

C. hyointes- + + + - — +/— + +
tinalis

C. jejuni + + - + — - + +
C. coli + + — — _ _ + +
C. lari + + — — — _ + +
C. upsaliensis + + — — - — + +
C. mucosalis - + + - — _ + +
C.sputorum

- biov. sputorum - + +/— - _ _ + +
- biov. bubulus - + + - — — + +
- biov. fecalis + + + - — _ + +

Die blaue Schrift kennzeichnet die als bakterielle Enteritiserreger beim Menschen bekannten Spezies

2.5.2 Pathogenitatsfaktoren und Ubertragungswege

Die Sequenzierung des Campylobacter-jejuni-NCTC-11168-Genoms durch Parkhill et
al. (2000) brachte einige Fortschritte fur das Verstandnis der Pathogenitatsfaktoren
dieser Erregergruppe. Obwohl das Genom nach den vorliegenden Erkenntnissen keine
.Klassischen Virulenzfaktoren“ wie zum Beispiel ein Cholera-like-Toxin-Gen oder Gene
fur Adhasine und Invasine aufweist, ist davon auszugehen, dass die Pathogenitat auf
die Fahigkeit zur Adhasion und Invasion sowie zur Toxinbildung zurtckzufuhren ist
(Kist, 2002). Ein Toxin, dessen Gen identifiziert werden konnte, ist das Cytholethal-
Distenting-Toxin (CDT), das durch das cdtA-C-Gen codiert wird (Parkhill et al., 2000).
Das CDT stellt einen Komplex aus drei Untereinheiten dar und entfaltet seine toxische
Wirkung durch die Blockade des Zellzyklus in der G2-Phase (Kist, 2002). Dennoch

sollten die Ergebnisse dieser Sequenzierung nur unter Vorsicht ausgewertet werden,
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da Campylobacter spp. fur ihre Variabilitat bekannt sind und anders als beispielsweise
bei Salmonella spp. oder E. coli die Genome einzelner Stdmme sehr verschieden sein
konnen (Wassenaar, 2004).

Neben Motilitats- und Adharenzfaktoren besitzen die Campylobacter spp.
Temperaturregulations- und Hitzeschockproteine, die es ihnen ermdglichen, sich an
wechselnde Umgebungstemperaturen anzupassen, z. B. im Gefligeldarm + 42° C, im
Menschen + 37° C und in der Umwelt unter + 20° C (Kist, 2002).

Ahnlich wie fiur EHEC kénnen auch fir thermophile Campylobacter spp. heute drei
Ubertragungswege als gesichert gelten (WHO, 2000):

- kontaminierte Lebensmittel, insbesondere rohes oder unzureichend erhitztes
Fleisch und Fleischprodukte sowie Rohmilch und Rohmilchprodukte, und
kontaminiertes Trinkwasser

- Kontaktinfektion von Mensch zu Mensch

- Tierkontakt

Neben Wiederkduern kénnen auch Schweine und Geflugel thermophile Campylo-
bacter spp. beherbergen und somit als Vehikel fur menschliche Erkrankungsfalle
dienen (Ministeriet for Fadevarer, Landbrug og Fiskeri, 1999).

Fur Campylobacter-Infektionen beim Menschen besteht seit 2001 gemal IfSG eine
bundesweite Meldepflicht, wobei auch hier mit einer Dunkelziffer nicht diagnostizierter
Infektionen gerechnet werden muss. Nach den statistischen Angaben des RKI wurden
2003 in Deutschland 47.876 Erkrankungsfalle gemeldet. Damit zahlen die thermo-
philen Campylobacter spp. nach den Salmonellen zu den haufigsten meldepflichtigen
Enteritiserregern (RKI, 2004).
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Tabelle 4: Surveillance-Daten des RKI fur die wichtigsten bakteriellen Gastroente-
ritiden (RKI, 2000 u. 2003) nach Bundesseuchengesetz (bis 2000) und
Infektionsschutzgesetz (ab 2001):

Erkrankte Personen
Erkrankung 1999 2000 2001 2002 2003
Salmonellose 85146 79535 77084 2379 63044
Campylobacteriose 28882 30876 54470 56372 47876
Yersiniose 5321 4778 7191 7525 6571
EHEC (ohne HUS) 2848 3052 947 1134 1135

blaue Schrift: E. coli (keine Differenzierung zwischen E. coli und EHEC, da im Bundesseuchengesetz keine Melde-
pflicht fir EHEC)

2.5.3 Postinfektidse Syndrome nach einer Campylobacteriose

Eine menschliche Campylobacteriose zeigt sich Ublicherweise als akute Enteritis, die
im Allgemeinen eine Woche lang anhalt. Daraus konnen sich allerdings auch eine
hamorrhagische Colitis und in seltenen Fallen postinfektiose Syndrome entwickeln.
Man geht davon aus, dass etwa 30 % bis 40 % der Erkrankungen am Guillain-Barré-
Syndrom auf eine vorhergehende Campylobacteriose zuriickzuflihren sind. Nach
amerikanischen Studien zieht etwa jede 1050. Campylobacter jejuni Infektion ein
Guillain-Barré-Syndrom nach sich (Nachamkin at al., 1998). Es handelt es sich dabei
um eine Autoimmunerkrankung des peripheren Nervensystems, die durch eine
symmetrisch aufsteigende Paralyse, haufig gepaart mit sensorischen Ausfallen,
gekennzeichnet ist. In ca. 20 % der Falle entwickeln die Patienten eine respiratorische
Insuffizienz, die eine kunstliche Beatmung nach sich zieht (Stein, 2004, Schmitt-Ott,
2004). Todesfalle sind allerdings inzwischen selten geworden. Der Erkrankungs-
komplex des Guillain-Barrée-Syndroms kann in vier charakteristische Erkrankungs-
verlaufe unterteilt werden (Kist, 2002):

- die akute inflammatorische demyelinisierende Polyradikuloneuropathie,
gekennzeichnet durch Areflexie und distal oder proximal betonte Paralysen

- die akute motorische axonale Neuropathie, gekennzeichnet durch ausschlie3lich
motorische Ausfalle

- die akute motorische und sensorische axonale Neuropathie, bei der im
Vergleich zur akuten motorischen axonalen Neuropathie zusatzlich eine sensible

Beteiligung beobachtet werden kann
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- das Miller-Fisher-Syndrom mit den drei Kardinalsymptomen:
- Ophthalmoplegie
- zerebellare Ataxie

- Areflexie

Dabei ist nach heutigen Erkenntnissen das Risiko, an einem dieser postinfektidsen
Syndrome zu erkranken, bei bestimmten Campylobacter jejuni Serotypen hdher. Bei
Patienten mit Guillain-Barré-Syndrom wurde haufiger O:19, bei Patienten mit Miller-
Fisher-Syndrom O:2 isoliert (Yuki et al., 1997, Nachamkin et al., 1998).

Des Weiteren findet man bei ca. 2 - 3 % der Patienten innerhalb eines Monats nach
einer Campylobacter-Infektion eine reaktive Arthritis, seltener das sogenannte Reiter’s
Syndrom. Dieses durch den deutschen Bakteriologen Hans Reiter (1881-1969) zum
ersten Mal beschriebene Syndrom zahlt zu den reaktiven Arthritiden, bei denen eine
genetische Pradisposition angenommen wird, da bei uber 80 % der Patienten das
HLA-B27-Gen als Genvariante festgestellt werden konnte. Neben den eigentlichen
arthritischen Erscheinungen sind eine Konjunktivitis und Entzindungen der Genitalien,
des Harnbereichs und des Magen-Darm-Traktes zu beobachten (Keat and Rowe,
1997, Kist, 2002).

2.5.4 Veterinarmedizinische Aspekte thermophiler Campylobacter species

2.5.4.1 Lebensmittelhygienische Sichtweise

Fur Campylobacter spp. gilt, ebenso wie fur EHEC, dass sie nicht thermostabil sind
und somit bei einer ausreichenden Erhitzung von Lebensmitteln abgetotet werden.
Deshalb stellt natlrlich die Abgabe von Rohmilch und Rohmilchkase eine potentielle
Gefahr dar; allerdings geht man davon aus, dass thermophile Campylobacter spp. in
Milch und Milchprodukten nur begrenzt Gberdauern kdnnen (Stiller, 1998), so dass das

Erkrankungsrisiko geringer als bei EHEC sein durfte.

2.5.4.2 Thermophile Campylobacter species bei Nutztieren

Thermophile Campylobacter spp. spielen als Krankheitserreger bei Nutztieren nur eine

untergeordnete Rolle. Die meisten Nutztiere, vor allem aber das Geflugel, sind
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symptomlose Trager dieses Erregers (Glunder et al.,, 2004); bei HUhnern wird
Campylobacter jejuni gelegentlich beim Auftreten von Hepatitiden isoliert und bei
Rindern wird eine Beteiligung von Campylobacter jejuni an der sogenannten
Winterdysenterie diskutiert. Als Mastitiserreger tritt er dagegen nur in sehr seltenen
Fallen in Erscheinung. Campylobacter fetus spp. venerealis dagegen, der bei Rindern
als Aborterreger zu den anzeigepflichtigen Tierseuchen zahlt, hat beim Menschen bis
jetzt keine wissenschaftlich belegbare Bedeutung (Selbitz, 2002)

2.5.4.3 Malhnahmen im Rahmen des offentlichen Gesundheitswesens

Die Veterinary Infectious Disease Organization der Universitat von Sasketchewan,
Kanada, arbeitet zur Zeit an einem Impfstoff, der die Kolonisation von Campylobacter
Jejuni verhindern oder zumindest stark reduzieren soll. Ein solcher Impfstoff kdnnte die
Gefahr, die vor allem von kontaminiertem Gefllgelfleisch ausgeht, deutlich verringern
(Bond, 2003).

Bereits 1999 hat eine amerikanisch-kanadische Forschergruppe einen Bericht Uber
eine rekombinante Flagellin-Subunit-Vaccine veroffentlicht, die im Mausmodell nach
Immunisierung und anschlieBender intranasaler Infektion mit Campylobacter jejuni
eine Schutzwirkung von 81 % gegen eine Erkrankung und 84 % gegen eine Kolo-
nisation des Erregers zeigte (Lee et al., 1999). WeiterfUhrende Untersuchungen sind

hier geplant.

Eine humane Vaccine gegen thermophile Campylobacter spp. wird wohl in absehbarer
Zeit nicht auf den Markt kommen, da noch nicht im Detail geklart ist, welche Rolle das
Immunsystem bei der Entstehung des Guillain-Barré-Syndroms spielt. Die Lipo-
oligosaccharide, die sich in der auleren Membran von Campylobacter jejuni befinden,
zeigen eine auffallige strukturelle Ahnlichkeit zu den sialinisierten Gangliosiden
tierischer Nervenzellen, so dass ein wesentlicher Faktor der Pathogenese dieser
Erkrankung die Antikorperbildung gegen die Lipooligosaccharide thermophiler Campyl-
obacter spp. und damit auch gegen die korpereigenen Ganglioside sein durfte. So
konnte bei der Verabreichung eines Impfstoffes die Gefahr bestehen, Uber die
Immunreaktion ein Guillain-Barré-Syndrom  auszulésen. Allerdings gehen die For-
schungen auch auf diesem Sektor weiter (Kist, 2002).
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Ein weiteres zukunftiges Problem stellt die zunehmende Resistenzentwicklung der
thermophilen Campylobacter spp. dar. Zu diesem Thema hat das Bundesinstitut fur
Risikobewertung umfangreiche Untersuchungen durchgefuhrt, um eine Status-quo-
Feststellung treffen zu koénnen (Bartelt und Luber, 2004). Ein europaisches
Uberwachungs- und Interventionsprogramm ware hier dringend notwendig und soll
demnachst auf Basis der Zoonose-Richtlinie 2003/99/EG installiert werden (Schneider,
2004).
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3  MAaTERIAL UND METHODEN

Um den Status quo in den teilnehmenden landwirtschaftlichen Betrieben festlegen zu
konnen, wurde der erste Probendurchlauf bereits vor der Almsaison von Februar bis
Mai 2004 durchgefuhrt. Bei diesen Untersuchungen erfolgte eine Entnahme von
Rinderkot-, Milch- und Wasserproben im Stall sowie in einem Betrieb auch von
humanen Stuhlproben. Das gesamte Probengut wurde auf STEC und thermophile
Campylobacter spp. untersucht, die Untersuchung der humanen Stuhlproben auf
Campylobacter spp. allerdings vom humanmedizinischen Labor des LGL, Oberschleil3-

heim, Ubernommen.

Die Rinderkotproben wurden uberwiegend rektal enthommen; deshalb wurde bei
Tieren, die wahrend der ersten Probenentnahme kurz vor der Abkalbung standen oder
frisch besamt waren, auf eine Entnahme verzichtet. Zur Abgabe von Stuhlproben
konnten nur ein Landwirt und seine Familie motiviert werden. Die Gewinnung von
Einzelgemelksproben erfolgte nach einer Grobreinigung des Euters mit einem trocke-
nen Tuch. Auf eine Desinfektion der Zitzen, wie es als Good Veterinary Practice (GVP)
bei der Entnahme von Mastitisproben Ublich ist, wurde gezielt verzichtet, um den
ublichen Melkakt moglichst praxisgetreu nachzuempfinden. Proben der Wasserver-
sorgung wurden ohne vorheriges Abflammen der Entnahmestellen, wie gemafl DIN
vorgeschrieben, entnommen, weil diese MaRnahme bei den meisten Entnahmestellen

(gefasste Quellen, Bergbache) nicht realisierbar war.

Die zweite und dritte Probenentnahme fand dann wéahrend der Alpung der Tiere im
Zeitraum von Anfang Juli bis Mitte September 2004 statt. Zusatzlich zu den oben
genannten Proben konnten aber in diesem Zeitraum auch Butter und Rohmilchkase

untersucht werden.

Alle fur Probennahme und Untersuchung verwendeten Materialien sind im Anhang
(8.1) aufgeflhrt.
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Tabelle 5: Anzahl und Art der entnommenen Proben (Untersuchung auf STEC/EHEC
und thermophile Campylobacter spp.)

Zeitraum Rinderkot Einzelgemelke Tankmilch Lebensmittel Stuhl Wasserver-

sorgung
02/04 bis 79 59 2 n. u. 7 7
05/04
07/04 bis 75 76 n. u. Butter (1)  n.u. 12
08/04 Kése (5)
08/04 bis 71 72 n. u. Kase (4) n. u. 8
09/04

n. u. : nicht untersucht

3.1 Thermophile Campylobacter species

Der gesamte Untersuchungsablauf fur thermophile Campylobacter spp. ist in Abbil-
dung 5 dargestellt. Dabei sind folgende matrixabhangige Differenzierungen zu beach-

ten.

3.1.1 Untersuchungsmethoden fur Rohmilch und andere Lebensmittel

Da thermophile Campylobacter spp. in Rohmilch sehr instabil und nach langstens zwei
Stunden nur noch schwer nachweisbar sind, wurden die entnommenen Milchproben
bereits im Stall in Preston-Nahrmedium verbracht (je 10 ml Rohmilch auf 20 ml
Preston-Bouillon). Die Proben wurden jeweils noch am selben Tag nach Ruickkehr ins
Labor in 70 ml Preston-Bouillon Uberfuhrt (Endmischungsverhaltnis 1 : 10) und 48
Stunden bei 42° C im CO.-Brutschrank unter mikroaeroben Bedingungen bebruitet.
Durch die hohe Temperatur bei 42° C wird gewahrleistet, dass sich nur die in der
Rohmilch eventuell vorhandenen thermophilen Campylobacter spp. vermehren, nicht
aber andere, auch beim Rind vorhandene Campylobacter spp., wie z. B. Campylo-

bacter fetus fetus, die keine lebensmittelhygienische Bedeutung haben.

Lebensmittel wurden Uber Nacht bei 4° C gelagert, erst am Tag nach der Proben-
entnahme in Preston-Anreicherung verbracht (25 g Lebensmittel in 225 ml Preston-
Anreicherung) und 48 Stunden bei 42° C unter mikroaeroben Bedingungen bebrutet.
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Abbildung 5: Untersuchungsablauf thermophile Campylobacter spp.:

Anreicherung:
Preston-Bouillon 48 h bei 42° C

unter mikroaeroben Bedingungen
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Nach 48-stundiger Bebrutung wurden ca. 5 ml der Anreicherung entnommen, bei
99° C 15 Minuten lang gekocht, durch einlagige, sterile Gaze filtriert und danach einem
Screening im Mini-VIDAS® (Fa. BioMérieux) unterzogen. Das VIDAS®-Gerat arbeitet
auf der Basis eines enzyme-linked fluorescence immunoassay (ELFA). Campylo-
bacter-Antigen, das in der Probe enthalten ist, bindet an Anti-Campylobacter-Anti-
korper, die wahrend der Probenbearbeitung zugefuhrt werden. Ungebundene Proben-
bestandteile werden durch Waschvorgange entfernt. Danach werden mit Alkalischer
Phosphatase konjugierte Antikérper zugegeben, die wiederum an jeden Campylo-
bacter-Antigen-Anti-Campylobacter-Antikdrper-Komplex binden, der sich in der Probe
befindet. In einem abschlieRenden Waschschritt wird ungebundenes Konjugat entfernt.
Als fluoreszierendes Substrat wird 4-methyl-umbelliferyl-Phosphat verwendet. Enzyme
katalysieren die Umsetzung in das fluoreszierende Produkt, 4-methyl-Umbelliferon.
Das MiniVIDAS®-Gerat misst abschlieRend die Fluoreszenzintensitat der Probe (N.N.,
2002).

Sowohl bei VIDAS-positiven wie auch -negativen Proben wurden anschlieRend je ein
Aliquot von 1000 pl aus der Anreicherung entnommen, zentrifugiert, mit 1 x PBS-Puffer
gewaschen, mit Hilfe des GENESpin®-Testkits (Fa. GeneSpin) fiir Lebensmittelproben
nach Gebrauchsanweisung aufbereitet und nach PCR in der anschlieRenden
Gelelektrophorese untersucht. Die PCR wurde mittels eines MasterMix durchgefuhrt,

der folgende Komponenten pro Probe enthielt:

- HotStarTaq® Master Mix Kit je 12,5 ul
- Primer 1 (pg3: 5-GAA CTT GAA CCG ATT TG-3',

¢ = 50 pymol/l) je 1,25 yl
- Primer 2 (pg50: 5-ATG GGA TTT CGT ATT AAC-3’,

c = 50 ymol/l) je 1,25 yl
- H.0 fur PCR-Zwecke je 9,00 ul

Pro Probe wurden 1 ul der aufbereiteten DNA und 24 ul des MasterMixes zu einem
Endvolumen von 25 pl pipettiert und in die PCR eingesetzt (Temperatur-Zeit-Profil
siehe Anhang 8.1.3)

Bei der Gelelektrophorese in 2 %igem Agarosegel (67 ml TBE-Puffer und 1,34 g

Agarose) wurde neben zweimal 5 pl Standard (pUC 8, Fa. Fermentas) jeweils eine



35

MasterMix-Kontrolle und zwei Laborstamme (C1 und C96) als Positivkontrolle
mitgefuhrt. Nach anschlieRender 30-minutiger Farbung in Ethidiumbromid-Lésung
erfolgte die Auswertung unter UV-Licht und eine Dokumentation des Ergebnisses

mittels Computer (Auswertungsprogamm siehe Anhang 8.1).

Parallel zur Bearbeitung in der PCR wurden bei VIDAS-positiven Proben 1000 ul der
Anreicherung mittels eines sterilen 0.65 ym Filters (Fa. Sartorius) filtriert, anschlieRend
auf Blutagar und einem Selektivnahrboden nach Skirrow ausgestrichen und fur 48
Stunden bei 42° C unter mikroaeroben Bedingungen bebritet. Skirrow-Agarplatten
enthalten Pepton als Nahrmedium, lysiertes Pferdeblut und die oben bereits bei der
Beschreibung der Preston-Bouillon erwahnten Antibiotikazusatze, um die Vermehrung

anderer Mikroorganismen zu hemmen (Donnison, 2003).

Nach Beurteilung des Wachstums auf den Blut- und Skirrowplatten sowie der
Bestatigung des Vorhandenseins von Campylobacter spp. mittels Nativpraparat im
Phasenkontrastmikroskop konnte aufgrund der Ergebnisse eines Api-Campy® (,Bunte
Reihe®) eine Spezies-Diagnose gestellt werden. Zuvor wurde durch den Dryspot
Campylobacter Test (Firma Oxoid) das Ergebnis des Nativpraparats bestatigt. Bei dem
Dryspot Campylobacter Test handelt es sich um einen Latex-Agglutinationstest auf der
Basis von Kaninchen-Antikérpern, die mit bestimmten Oberflachenantigenen von Cam-
pylobacter spp. reagieren. Positive Ergebnisse zeigt der Latex-Test fur Campylobacter
Jejuni, C. lari, C. coli und C. upsaliensis; andere Campylobacter spp. kdnnen variable
Ergebnisse liefern (N. N., 1997). An einen positiven Latex-Test schloss sich dann
zuletzt der ApiCampy® an. Der Api-Campy® arbeitet mit einer Reihe chemischer Reak-
tionen, die eine Unterscheidung der einzelnen Campylobacter-Spezies erlaubten. Be-
sonders wichtig hierbei ist der Hippurat-Hydrolyse-Test, da er eine Differenzierung der
beiden wichtigsten Campylobacter spp., Campylobacter jejuni und Campylobacter coli
ermdglicht. Des Weiteren wird obligatorisch ein Katalase-Test durchgefuhrt. Die Aus-
wertung erfolgt entweder anhand einer dem Testkit beiliegenden Liste oder mit Hilfe

einer durch die Fa. BioMérieux vertriebenen Identifizierungssoftware (N. N., 2002).

3.1.2 Untersuchungsmethoden fur Wasserproben

Steril enthommene Wasserproben wurden uUber Nacht bei 4° C gelagert und am

nachsten Tag durch 0,45 um Cellulose-Nitrat-Filter (Fa. Sartorius), die danach eben-
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falls in Preston-Nahrmedium verbracht (1 Filter in 90 ml Preston-Bouillon) und fur 48
Stunden bei 42° C in mikroaerobem Klima bebrutet wurden. Die weitere Bearbeitung

der Proben erfolgte analog zur Bearbeitung der Lebensmittelproben.

3.1.3 Untersuchungsmethoden fur Rinderkotproben

3.1.3.1 Vorversuch zum Test der verwendeten Untersuchungsmethoden

Da im LGL, OberschleiRheim, keine routinemafRigen Untersuchungen auf thermophile
Campylobacter spp. im Rinderkot durchgefuhrt werden und somit kein akkreditiertes
Untersuchungsverfahren besteht, wurde in einem Vorversuch getestet, ob die bei
Lebensmitteln und Milch angewandten Verfahrensweisen auf Rinderkot Ubertragbar

sind.

Zu diesem Zwecke wurden zwei Rinderkotproben mit einer Campylobacter-Suspension
beimpft, die jeweils eine Kolonie der Laborstamme C1 (Campylobacter jejuni jejuni)
und C96 (Campylobacter coli) enthielt (Kotprobe 1 mit 1 ml Suspension, Kotprobe 2 mit
0,5 ml Suspension), und am gleichen Tag, sowie einen, zwei und drei Tage spater
(nach Lagerung der Proben bei 4° C) in Preston-Nahrmedium verbracht, 48 Stunden
bei 42° C unter mikroaeroben Bedingungen bebriitet und danach untersucht. Bei allen
Proben waren die Ergebnisse im MiniVIDAS®-Gerat und nach Anzucht auf Blutagar im

Nativpraparat positiv.

3.1.3.2 Versuchsdurchfihrung fur Rinderkotproben

Da die Untersuchungen des Vorversuchs ergaben, dass thermophile Campylobacter
spp. im Rinderkot wesentlich langer nachweisbar sind als in Milch, wurden die
Kotproben nach Entnahme Uber Nacht bei 4° C gelagert und erst am nachsten Tag in
Preston-Anreicherungsmedium verbracht (ca. 1 g Kot auf 10 ml Preston-Anreiche-
rung). Eine Bebritung der Anreicherungen fand ebenfalls fur 48 Stunden bei 42° C im
CO,-Brutschrank statt. Danach wurden alle Proben einem Screening mittels Mini-
VIDAS® unterzogen. Bei Screening-positiven Proben wurden folgende Schritte parallel
durchgefuhrt:
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200 pl der Anreicherung wurden in ein PCR-Tube verbracht, mittels des QlAamp

DNA Stool Mini Kit® (Fa. QIAGEN) nach Gebrauchsanweisung aufgereinigt und
durch PCR und anschlieBende Gelelektrophorese untersucht (Inglis und
Kalischuk, 2003). Fir PCR und Gelelektrophorese wurden dabei die gleichen

Methoden angewandt wie bei den Lebensmitteln.

die Anreicherung wurde nach Filtration (siehe Lebensmittelproben) auf Blutagar
und einen Selektivnahrboden nach Skirrow ausgestrichen, 48 Stunden bei
42° C unter mikroaeroben Bedingungen bebritet und danach beurteilt.
Nativpraparat-positive Proben wurden einem Latex-Schnellagglutinationstest

(Fa. Oxoid) unterzogen und bei hier ebenfalls positivem Ergebnis mit Hilfe des

Api-Campy® einer Spezies-Diagnose unterzogen.

3.2 Shiga Toxin-bildende Escherichia coli (STEC)

3.2.1

Untersuchungsmethoden fur Rohmilch und andere Lebensmittel

Die Untersuchung von Rohmilch und anderen Lebensmitteln erfolgte mit Hilfe einer

modifizierten Methode gemald der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren
nach § 35 LMBG. Diese Methode wird am LGL, Oberschleil3heim, routinemalig fur alle
Lebensmittelproben angewandt.

3.2.1.1 Mikrobiologische Methodik

Rohmilchproben wurden nach einer Lagerungszeit von 5 bis 7 Tagen bei — 20° C,

andere Lebensmittel nach einer Lagerung von 3 bis 5 Tagen bei 4° C (Timm et al.,
1998) flir 5 bis 6 Stunden in modifizierte Tryptose-Soja-Bouillon (mTSB) mit
Novobiocinzusatz verbracht und bei 37° C im Inkubationsschittler mit einer
Schiittelfrequenz von 180 min™ inkubiert (Amtl. Sammlung § 35 LMBG, 2002):

Fir PCR und Gelelektrophorese wurde 1 ml dieser Voranreicherung in 4 ml
mTSB-Grundnédhrmedium ohne Novobiocinzusatz verbracht und fur weitere
16 - 18 Stunden bei 37° C bebrutet. Diese Anreicherung wurde auf ENDO-
Agarplatten ausgestrichen und 24 Stunden bei 37° C bebrutet. Die in dieser Zeit

gewachsenen Keime wurden mit einem sterilen Tupfer abgenommen und
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in 1500 pl physiologische, sterile NaCl-Lésung verbracht. Von dieser Suspen-
sion wurden 200 pl in 400 yl AmpuWa® Uberpipettiert und als PCR-Ansatz
verwendet. Bei der oben genannten ENDO-Platte handelt es sich um einen
Selektivndhrboden zum Nachweis fakaler E. coli und coliformer Keime. Er
enthalt Natriumsulfit und Fuchsin, die einerseits das Wachstum grampositiver
Keime hemmen, andererseits die Kolonien rot farben. E. coli sind zusatzlich an

einem metallenen Glanz (Fuchsinglanz) zu erkennen (N. N., 1996/97).

- Des Weiteren wurde von der Voranreicherung jeweils eine 1 : 10 und eine
1 : 50 Verdinnung hergestellt, im Doppelansatz auf Mueller-Hinton Nahragar
ausgespatelt und fur 24 Stunden bei 37° C bebritet. Anschliel3end erfolgte eine
Beurteilung des Wachstums und eine Lagerung der Platten bei 4° C flr eine
evtl. nétige Keimisolierung und -differenzierung nach positivem PCR-Ergebnis.
Diese Keimisolierung wurde parallel zu den eigenen Untersuchungen bei
einem Teil des Probenmaterials zusatzlich vom Nationalen Veterinarmedizini-
schen Referenzlabor flr E. coli (NRL-Ec) des Bundesinstutes flir Risikofor-

schung in Dessau durchgefuhrt.

3.21.2 PCR

Fur die Durchfihrung der PCR wurde der PCR-Ansatz 10 Minuten bei 95° C gekocht,
anschliefend 1 Minute bei 14000 Umdrehungen/min zentrifugiert. Sodann wurden 8 pl
des PCR-Ansatzes in 17 yl des MasterMixes Uberfuhrt. Der MasterMix zur getrennten

Detektion von stx7 und stx2 enthielt folgende Komponenten je Probe:

- H,0 fur PCR-Zwecke (autoklaviert) 12,4 pl
- 10fache Pufferlosung mit MgCl; (c = 25 mmol/l) 2,5 ul
- dNTP-Mix (c = 25 mmol/l) 0,5
- Primer 1 (KS7 bzw. LP43, ¢ = 50 ymol/l) 1,0 pl
- Primer 2 (KS8 bzw. LP44, ¢ = 50 ymol/l) 1,0 pl
- Tag-Polymerase (c =5 U/pl) 0,1 ul

Insgesamt wurden somit pro Probe jeweils 25 uyl zur PCR eingesetzt und in den
Thermocycler verbracht (Sequenzen der Primer und Temperatur-Zeit-Protokoll siehe
Anhang 8.1.5.1)
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Abbildung 6: Untersuchungsablauf STEC, Lebensmittel
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Die anschlieRende Gelelektrophorese wurde mit 2 %igem Agarosegel unter Mitfuhrung
jeweils einer Positivkontrolle, einer Negativkontrolle (nicht toxinbildender E. coli-
Stamm) und einer MasterMix-Kontrolle sowie des Standards (pUC 8) fur stx7 und stx2
getrennt durchgeflihrt. Die Farbung des Gels erfolgte ebenfalls mit Ethidiumbromid und

die Auswertung unter UV-Licht mit Hilfe eines PCs.

3.2.1.3 Real-Time-PCR

Alle Ergebnisse der genannten PCR-Methode wurden mit Hilfe einer Real-Time-PCR
(LightCycler®, Firma Roche Diagnostics) tUberpriift. Neben den in der Publikation von
Reischl et al. (2002) empfohlenen Primern und Sonden (Sequenzen siehe Anhang

8.1.5.2) wurden folgende Komponenten je Probe fur den MasterMix verwendet:

- H.O zu PCR-Zwecken 7,6 ul
- MgCl—Ldsung (25 mmol/l) 2,4 ul
- je Primer (c = 50 ymol/l) 1,0 pl
- je Sonde (c =50 pmol/l) 1,0 pl
- LC-Fast Start DNA MasterMix 2,0 ul

8 pl des MasterMixes und 2 ul der Probe (die zuvor 15 Minuten bei 95° C gekocht und

1 Minute bei 14.000 Umdrehungen/min abzentrifugiert wurde) wurden zusammen-

pipettiert, nochmals zentrifugiert und in den LightCycler® verbracht (Amplifikations-
protokoll nach Reischl et al., 2002 siehe Anhang 8.1.5.2). Mittels eines angeschlos-

senen PCs liel3en sich die Ergebnisse auswerten.

3.2.1.4 Kolonieblot—-DNA—-Hybridisierung

Die anschlieRende Keimisolierung und weitere Charakterisierung der STEC erfolgte mit
Kolonie-DNA-Hybridisierung. Dazu wurden die zuvor aus der ersten Anreicherung
ausgespatelten Mueller-Hinton-Platten verwendet (genaue Zusammensetzung der

verwendeten Substanzen siehe Anhang 8.1)
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Abbildung 7: Schema des Arbeitsablaufs der Kolonieblot-Hybridisierung (STEC-Identi-

fizierung):

Lineare Verdinnungsreihe aus den PCR-Ansatzen
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v
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v
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Die Nylonmembran wurde blasenfrei auf die deutlich mit Kolonien bewachsene
Mueller-Hinton-Agarplatte aufgelegt, die Position des Replikafilters an der Platte
markiert und der Filter wieder zugig abgezogen. Eine Positivkontrolle (Laborstamm
TU1 oder TU2) wurde zusatzlich auf eine markierte Stelle der Membran aufgetragen.
Zur Lyse der Bakterien kam ein mit Denaturierungslosung getranktes Gel-Blotting-
Papier zum Einsatz, auf dem die Filter mit der Kolonieseite nach oben 20 Minuten
verblieben. Fur weitere 15 Minuten wurde die Denaturierungslosung gegen 0,2 %
Triton-X100/0,5 NaOH ausgetauscht und die Filter danach fur 5 Minuten auf mit
Neutralisierungslosung getranktes Whatmann 3MM Papier verbracht. Zwischen jedem
dieser einzelnen Schritte wurden die Filter fur 5 Minuten getrocknet. An ein
finfmindtiges Bad in zweifacher SSC-Losung schloss sich ein weiterer Trocknungs-

schritt an, der mindestens 20 Minuten dauerte.

Zur Fixierung wurde die DNA mit der Nylonmebran im Cross-Linker mittels UV-Licht
quervernetzt. Danach wurden die Filter zur Entfernung der Zellreste 20 Minuten bei
50° Cin 2 x SSC, 1 % SDS, zweimal je 20 Minuten in 2 x SSC, 0,1 % SDS bei Raum-

temperatur und zweimal je 20 Minuten in 2 x SSC bei Raumtemperatur gewaschen.

An die einzelnen Waschschritte schloss sich die Prahybridisierung in jeweils 20 ml DIG
Easy Hyb®-Prahybridisierungslosung (Firma Roche Diagnostics) im auf 48° C vorge-
heizten Hybridisierungsofen an. Dieser Schritt zielt darauf ab, unspezifische Bindungen
abzusattigen und einen optimalen pH-Wert zu schaffen. Anschlielend wurde die
Prahybridisierungslosung durch 2,5 ml der Hybridisierungsldsung, die bereits die
Sonde enthielt, ersetzt. Die Hybridisierung erfolgte Uber Nacht bei 48° C im Hybri-

disierungsofen.

Am nachsten Morgen wurden die Sonden recycelt und die Filter zweimal je 5 Minuten
in 2 x SSC, 0,1 % SDS und anschliel3end zweimal je 15 Minuten bei 60° C mit einer
Lésung aus 0,5 x SSC und 0,1 x SDS gewaschen. Als Vorbereitung auf die Farbung
schlossen sich nun wieder mehrere Wasch- und Inkubationsschritte an; zuerst wurden
die Filter fur eine Minute in den Waschpuffer verbracht, anschlieend fur 30 Minuten in
Puffer 2 inkubiert, eine Minute in Puffer 1 gewaschen und schlieBlich 30 Minuten in
Antikorperkonjugat bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Filter zweimal
fur 15 Minuten in Puffer 1 und zwei Minuten in Puffer 3 aquilibriert. Im Folgenden

wurde jeder Filter einzeln in eine Petrischale verbracht, mit 10 ml Farbelésung bedeckt
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und mindestens 1 Stunde in volliger Dunkelheit inkubiert. Nachdem sichtbare Banden
aufgetreten waren, konnte die Farbereaktion durch Waschen mit TE-Puffer abgestoppt

werden.

Durch die Kolonieblot-Hybridisierung identifizierte Kolonien wurden auf ENDO-
Agarplatten abgeimpft, mittels PCR und Real-Time-PCR das Vorhandensein von stx1
und/oder stx2 bestatigt und ausschlieRlich mit Real-Time-PCR auf die Existenz des
eae- und des hly-Gens untersucht. Die Vorgehensweise war in diesem Fall die gleiche,
wie es oben fur die Real-Time-PCR beschrieben ist (Primersequenzen und Amplifika-
tionsprotokoll im Anhang unter 8.1). Ein Ausstrich auf Sorbitol- und Enterohamolysin-
Agarplatten diente zur Feststellung der phanotypischen Merkmale der Sorbitol-
fermentation und der Hamolyse.

So charakterisierte Reinkulturen wurden zum Teil durch das Nationale Veterinar-
medizinische Referenzlabor E. coli (NRL-Ec), Dessau oder aber das RKI, Nationales
Referenzzentrum fur Salmonellen und andere Enteritiserreger, Wernigerode,
serotypisiert. Des Weiteren wurde jedes Isolat Uber ein Kryobanksystem bei — 80° C

konserviert.

3.2.2 Untersuchungsmethoden fur Wasserproben

Wasserproben wurden nach einer maximalen Lagerungsdauer von 4 Tagen bei 4° C
mittels 0,45 um Filter (Fa. Sartorius) filtriert, die Cellulose-Nitrat-Filter auf Lactose-TTC-
Nahrboden verbracht und 24 Stunden bei 37° C bebrutet.

Der Lactose-TTC-Nahrboden zahlt zu den Selektivndhrbéden, die zum Nachweis von
E. coli in Wasser mittels Membranfiltertechnik eingesetzt werden. Nach der 24-
stundigen Bebrutung wurden die Nahrboden mit steriler, physiologischer NaCl-Losung
abgeschwemmt und die vorhandenen Keime in 1500 pl NaCl-Lésung suspendiert. Das
weitere Vorgehen erfolgte wie fur Rohmilch- und Lebensmittelproben bereits
beschrieben.
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3.2.3 Untersuchungsmethoden fur Rinderkot- und humane Stuhlproben

Kot- und Stuhlproben wurden nach einer Lagerungsdauer von langstens 6 Tagen bei
4° C (Timm et al., 1998) auf ENDO-Agarplatten ausgestrichen und 24 Stunden bei
37° C bebrutet. Die gewachsenen Keime wurden von der Platte abgenommen und in
1500 i steriler, physiologischer NaCl-Losung suspendiert. Die weitere Bearbeitung der
Proben erfolgte wie bereits beschrieben.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Status-quo-Untersuchung im Stall

Die Untersuchungen fanden zwischen Februar und Mai 2004 in vier landwirt-
schaftlichen Betrieben in den Landkreisen Ostallgau, Oberallgau und Traunstein statt.
Es wurden von den zu diesem Zeitpunkt bereits laktierenden Tieren Kot- und Milch-
sowie in zwei Bestanden auch Tankmilch- und Wasserproben entnommen. In einem
Betrieb konnten zusatzlich von den Kalbinnen Kot und vom Betriebsinhaber und seiner

Familie Stuhlproben gewonnen werden.

In allen vier Betrieben wird eine saisonale Abkalbung der Tiere zwischen Februar und
Mai angestrebt, wobei in seltenen Falle aufgrund zu spater Belegung auch
hochtrachtige Kiihe auf die Alm aufgetrieben werden. Deshalb war es weder im Winter

noch im Sommer madglich, jeden Bestand komplett zu beproben.

Geographische Angaben beschranken sich aus Datenschutzgriinden auf die einzelnen

Landkreise. Eine vollstandige Auflistung der Ergebnisse findet sich im Anhang (8.2).

Tabelle 6: Kurzbeschreibung der vier Betriebe (Tal):

Betrieb Landkreis Bewirtschaftung Stallart gehaltene Anzahl
Rinderrasse der Milch-
kihe
1 Ostallgau  konventionell Laufstall  Allgauer  Braunvieh 18
(unbehornt)
2 Oberallgau konventionell Anbinde- Allgauer  Braunvieh 30
haltung (behornt)
3 Oberallgdu anerkannter Laufstall  Allgauer  Braunvieh 21
Biobetrieb (behornt)
4 Traunstein anerkannter Anbinde- Fleckvieh, Pinzgauer 14

Biobetrieb haltung (behornt)
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Abbildung 8: Skizze mit der Lage der vier beprobten Hofe:

Ulm Donau
Lech
Isar
Augsburg
Minchen
Inn
Kempten Traunstein
8, |:|2 / Fissen
Sonthofen [ 4 . Wi & |:|4
1=
Legende:

1 Landwirtschaftlicher Betrieb 1, Ostallgau

2 Landwirtschaftlicher Betrieb 2, Oberallgau
3 Landwirtschaftlicher Betrieb 3, Oberallgau
4 Landwirtschaftlicher Betrieb 4, Traunstein

Es handelt sich bei diesen Hoéfen ausschlieldlich um haupterwerbsmallig gefihrte
Familienbetriebe. Die beiden Biohofe betreiben auch im Tal eine Eigenvermarktung
ihrer Produkte (vor allem Almkase, aber auch Produkte aus eigener Schlachtung). Im
Tal wird die Milch von allen Betrieben an Molkereien vor Ort abgegeben. Eine Milch-ab-
Hof-Abgabe erfolgt flir gewdhnlich nicht.

4.1.1 Landwirtschaftlicher Betrieb 1, Landkreis Ostallgau
Betrieb 1 ist ein konventionell wirtschaftender Betrieb mit 18 Milchkihen, davon 10

Kahen fur die Alpe, und 18 Jungkihen der Rasse Allgauer Braunvieh sowie einer
Bunten Deutschen Edelziege.
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Es handelt sich um einen neugebauten Laufstall mit Spaltenboden und eingestreuten
Liegeboxen, in dem auf der einen Seite die Milchkihe, auf der anderen Seite die

Jungkihe untergebracht sind. Im Kuhabteil ist zusatzlich ein Bereich als Abkalbebox

abgetrennt. Gemolken wird in einem Fischgratenmelkstand 2 x 5:

Abbildung 9: Stallskizze von Betrieb 1:

Fischgraten- Liegeboxen
Melkkarm- melkstand
mer
Liegeboxen Abkal-
Kuhabteil bebox
Futtertisch
——Jungviehabteil
Liegeboxen

Milchproben zur Campylobacter-Untersuchung wurden ebenso wie Kot- und
Wasserproben direkt vor Ort enthommen, Stuhlproben und Milchproben zur STEC-
Untersuchung zwei Tage spater Uber das Veterinaramt Marktoberdorf ans LGL,

Oberschlei3heim, eingesandt.

Tabelle 7: Probenmaterial und Untersuchungsparameter, Betrieb 1

Untersuchungs- Kotproben Milchproben Wasserproben  Stuhlproben
parameter
STEC 27 10
Campylobacter 27 10 3 7

': Untersuchung durch das humanmedizinische Labor des LGL, OberschleilRheim
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Bei 15 % (4) der beprobten Tiere konnten mittels PCR thermophile Campylobacter
spp. im Kot detektiert werden. Bei jeder dieser Proben gelang auch die Anzucht und
Isolation der betreffenden Stamme, die alle mit Hilfe des Api-Campy®-Systems als
Campylobacter jejuni jejuni identifiziert wurden. Bei den 11 Proben, die ausschliel3lich
VIDAS-positiv, in der PCR und in der Anzucht aber negativ waren, kann davon ausge-
gangen werden, dass es sich um andere, ebenfalls thermophile Campylobacter spp.
ohne lebensmittelhygienische Bedeutung handelt.

Weder aus den Milchproben noch aus den Proben aus der Wasserversorgung wurden
mittels ELFA und PCR thermophile Campylobacter spp. nachgewiesen.

Tabelle 8: Nachweis von thermophilen Campylobacter spp., Betrieb 1

Campylobacter
Probenmaterial n ELFA PCR  Anzucht jejuni coli andere
Rinderkot 27 15 4 4 4 0 0
Milch 10 0 0 0 0 0 0
Trinkwasser 3 0 0 0 0 0 0

n: Anzahl der enthommenen Proben

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay

Die im humanmedizinischen Labor des LGL untersuchten Stuhlproben erwiesen sich
alle als Campylobacter-negativ.

Bei der Untersuchung auf STEC waren insgesamt Kotproben von 41 % (11) der Tiere
positiv. Bei allen positiven Proben wurde eine Keimsuche mittels Kolonieblot-
Hybridisierung durchgefihrt (Ergebnisse siehe Anhang 8.2).

In der Milch, den Wasserproben sowie den ebenfalls untersuchten humanen
Stuhlproben konnten keine STEC bzw. EHEC nachgewiesen werden.
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Tabelle 9: Nachweis von STEC/EHEC, Betrieb 1

Probenmaterial n stx1 stx2 stx1 u. stx2 Summe STEC
Rinderkot 27 3 3 5 11
Milch 10 0 0 0 0
Trinkwasser 3 0 0 0 0
Stuhlproben 7 0 0 0 0

n: Anzahl der enthommenen Proben

stx1, stx2: stx1 und/oder stx2 positiv

4.1.2 Landwirtschaftlicher Betrieb 2, Landkreis Oberallgau

Betrieb 2 ist eine ebenfalls konventionell wirtschaftende Braunviehhaltung mit 30
Milchkihen, 6 Jungkuhen, 1 Bullen, einem Bayerischen Kaltblut und mehreren

Mastschweinen.
Bei dem Stall handelt es sich um eine Anbindehaltung mit zweireihiger Aufstallung und
mittlerem Futtertisch. Die Tiere werden im Kurzstand mit Kotrost und Halsrahmen-

anbindung gehalten. Gemolken wird am Standplatz mittels einer Rohrmelkanlage.

Abbildung 10: Skizze des Stalls von Betrieb 2

Melkkammer

Bay.
Kaltb.

Futtertisch Futtertisch
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Bei diesem Betrieb, wie auch bei den weiteren Hofen (Oberallgdu und Traunstein),
wurden alle Proben vor Ort enthommen und direkt ins Labor des LGL,
Oberschleil3heim, gebracht.

Tabelle 10: Probenmaterial und Untersuchungsparameter, Betrieb 2

Untersuchungs- ~ Kotproben Milchproben Wasserproben Stuhlproben
parameter
STEC 24 22" n. u. n. u.
Campylobacter 24 227 n. u. n. u.

n. u. : nicht untersucht

': 21 Einzelgemelks- und eine Tankmilchprobe

Bei der Untersuchung auf thermophile Campylobacter spp. waren die Kotproben von
54 % (13) der Tiere VIDAS-positiv, 42 % (10) PCR-positiv; bei all den PCR-positiven
Proben gelang auch die Anzucht der Bakterien. Die 10 isolierten Stamme konnten

aufgrund der Ergebnisse des Api Campy®-Systems als Campylobacter jejuni jejuni
identifiziert werden.

Die entnommenen Milchproben, einschliel3lich der Tankmilchprobe, dagegen waren
Campylobacter-negativ.

Tabelle 11: Nachweis von thermophilen Campylobacter spp., Betrieb 2

Campylobacter
Probenmaterial n ELFA PCR  Anzucht jejuni coli andere
Rinderkot 24 13 10 10 10 0 0
Milch 21 0 0 0 0 0 0

n : Anzahl der enthommenen Proben

ELFA: enzyme linked fluorescence immunoassay
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STEC konnte in insgesamt 38 % der Rinderkotproben nachgewiesen werden. Die

Milchproben waren allerdings, ebenso wie die Tankmilch, STEC-negativ.

Tabelle 12: Nachweis von STEC, Betrieb 2

Probenmaterial‘ n stx1 stx2 stx1 u. stx2 Summe STEC
Rinderkot 24 3 4 2 9
Milch 21 0 0 0 0

n: Anzahl der enthommenen Proben
tx1, stx2: stx1 und/oder stx2 positiv

4.1.3 Landwirtschaftlicher Betrieb 3, Landkreis Oberallgau

Dieser Milchviehbetrieb ist ein Bioland-Betrieb mit Allgauer Braunviehhaltung im
Laufstall. Es wird ausschlieRlich die eigene Nachzucht aufgestellt, ein Zukauf von
Tieren findet nicht statt. Der Betrieb besitzt 21 Milchkihe, 10 Jungtiere, einen
Jungbullen sowie einen Esel und eine Ziege. Es handelt sich um einen doppelseitigen
Liegeboxenlaufstall mit erhdhtem Tiefstreuliegebereich, Spaltenboden im Fressbereich

und einem absperrbaren Fressgitter. Gemolken wird in einem Fischgratenmelkstand.

Abbildung 11: Skizze des Stalls von Betrieb 3

| ‘ Kiihe Tiefstreu (Liegebereich)
Melk-
kammer Melk- Abkalbebox
‘ stand Spaltenboden (Fressbereich)
Jungvieh Spaltenboden
Heuboden Esel und Ziege (Fressbereich)
Tiefstreu
(Liegeboxen)
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Insgesamt wurde in diesem Bestand folgendes Probenmaterial genommen und auf das

Vorhandensein von STEC und thermophilen Campylobacter spp. untersucht:

Tabelle 13: Probenmaterial und Untersuchungsparameter, Betrieb 3

Untersuchungs- Kotproben Milchproben Wasserproben Stuhlproben
parameter
STEC 16 16 u. 1 Tankmilch 4 Quellproben n. u.
Campylobacter 16 16 u. 1 Tankmilch 4 Quellproben n. u.

n. u. : nicht untersucht

Von den zwei VIDAS-positiven Kotproben erwies sich eine Probe als PCR-positiv.
Dieser auch isolierte Stamm konnte mit Hilfe des Api Campy®-Systems als Campylo-
bacter jejuni jejuni identifiziert werden.

Auch in diesem Betrieb konnten weder in der Tankmilch und Einzelgemelksproben
noch in den entnommenen Wasserproben (Brauchwasser) thermophile Campylo-

bacter spp. nachgewiesen werden.

Tabelle 14: Nachweis von thermophilen Campylobacter spp., Betrieb 3

Campylobacter
Probenmaterial n ELFA PCR  Anzucht jejuni coli andere
Rinderkot 16 2 1 1 1 0 0
Milch 16 0 0 0 0 0 0
Brauchwasser 4 0 0 0 0 0 0

n : Anzahl der enthommenen Proben

ELFA: enzyme linked fluorescence immunoassay

In insgesamt 31 % der entnommenen Rinderkotproben konnten stx7 und/oder stx2
nachgewiesen werden; in Tankmilch und Einzelgemelksproben erbrachten die
Untersuchungen Ubereinstimmend ein negatives Ergebnis. Allerdings konnte ein

STEC-Nachweis in einer der Quellwasserproben gefuhrt werden.
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Tabelle 15: Nachweis von STEC:

Probenmaterial n stx1 stx2 stx1 u. stx2 Summe STEC
Rinderkot 16 0 4 1 5
Milch 16 0 0 0 0
Brauchwasser 4 0 0 1 1

n: Anzahl der enthommenen Proben

stx1, stx2: stx1 und/oder stx2 positiv

Bei den entnommenen Wasserproben handelte es sich um Quellen, die im Hofbereich
gefasst und als Brauchwasser fur die Tranke im Stall sowie flr die Bewasserung des

Gemusegartens verwendet werden.

4.1.4 Landwirtschaftlicher Betrieb 4, Landkreis Traunstein

Dieser Hof ist ebenfalls ein anerkannter Bioland-Betrieb. Gehalten werden hier
Bayerisches Fleckvieh und Pinzgauer Kuhe, 14 Milchkihe, drei Mastbullen und
Jungvieh. Es handelt sich um einen einseitigen Anbindestall mit angegliedertem zwei-
etagigem Jungviehstall, wobei hier die Kalber auf dem umfunktionierten Heuboden mit
»LAusblick” in den Kuhbereich stehen. Kurzstdnde mit Kotrost und Hangeketten-

anbindung ziehen ein Melken am Standplatz mittels Rohrmelkanlage nach sich.

Abbildung 12: Skizze des Stalls von Betrieb 4
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Folgende Proben konnten in diesem Bestand zu Untersuchungszwecken entnommen

werden:

Tabelle 16: Probenmaterial und Untersuchungsparameter, Betrieb 4

Untersuchungs Kotproben Milchproben Wasserproben  Stuhlproben
parameter
STEC 12 12 n. u. n. u.
Campylobacter 12 12 n. u. n. u.

n. u. : nicht untersucht

Eine von den zwolf entnommenen Kotproben konnte sowohl im Mini-VIDAS® als auch
in der PCR als positiv identifiziert werden. Das Isolat wurde biochemisch als
Campylobacter coli identifiziert. Auch in diesem Bestand konnten in den entnommenen

Milchproben keine thermophilen Campylobacter spp. nachgewiesen werden.

Tabelle 17 : Nachweis von thermophilen Campylobacter spp., Betrieb 4

Campylobacter
Probenmaterial n ELFA PCR  Anzucht jejuni coli andere
Rinderkot 12 1 1 1 0 1 0
Milch 12 0 0 0 0 0 0

n : Anzahl der enthommenen Proben

ELFA: enzyme linked fluorescence immunoassay

In 9 von 12 der in dem Bestand entnommenen Kotproben wurden STEC
nachgewiesen. Trotz dieses hohen Prozentsatzes waren alle Milchproben, auch

diejenigen, die bei Tieren mit positiven Kotproben gewonnen wurden, STEC-negativ.
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Tabelle 18: Nachweis von STEC, Betrieb 4

Probenmaterial n stx1 stx2 stx1 u. stx2 Summe STEC
Rinderkot 12 1 4 4 9
Milch 12 0 0 0 0

n: Anzahl der enthommenen Proben

stx1, stx2: stx1 und/oder stx2 positiv
4.1.5 Zusammenfassung der Status-quo-Untersuchung im Stall

Fasst man die Ergebnisse der Status-quo-Untersuchung zusammen, ergeben sich

nachfolgende Resultate:

Tabelle 19: Zusammenfassung der Ergebnisse fur thermophile Campylobacter spp.,

Betrieb 1 -4
Campylobacter
Probenmaterial n ELFA (%) PCR (%) Anzucht (%) jejuni (%) coli(%) andere
Rinderkot 79 31(39) 17 (22) 17 (22) 16 (20) 1(1) 0
Milch 59 0 0 0 0 0 0
Wasser 7 0 0 0 0 0 0

ELFA: enzyme linked fluorescence immunoassay
n: Anzahl der untersuchten Proben

Tabelle 20: Zusammenfassung der Ergebnisse fir STEC, Betrieb 1 -4

Probenmaterial n stx1 (%) stx2 (%) stx1u. stx2 (%) Summe STEC (%)

Rinderkot 79 7 (9) 15 (19) 12 (15) 34 (43)
Milch 59 0 0 0 0
Wasser 7 0 0 1 1
Stuhlproben 7 0 0 0 0

n: Anzahl der untersuchten Proben

stx1, stx2: stx1 und/oder stx2 positiv
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Es lasst sich somit feststellen, dass etwa 20 % der untersuchten Tiere Campylobacter-
und etwa 43 % STEC-positiv sind. Kein Bestand war vdllig frei von einem dieser
beiden Erreger. Eine der untersuchten Brauchwasserproben war ebenfalls STEC-
positiv; allerdings konnten in keiner der entnommenen Milchproben thermophile

Campylobacter spp. oder STEC detektiert werden.

4.2 Erster Untersuchungsdurchgang auf den Almen

Da im Sommer 2004 das Wetter bis Anfang Juni im gesamten Alpenraum sehr
unbestandig war und die Schneefallgrenze bei etwa 1600 m 0. d. M. lag, konnten die
vier Betriebe erst Mitte bis Ende Juni auftreiben. Die ersten Untersuchungen auf den

Almen fanden somit im Zeitraum von Anfang Juli bis Anfang August statt.

4.2.1 Landwirtschaftlicher Betrieb 1, Landkreis Ostallgau

Bei diesem Betrieb ergab sich das Problem, dass im Ostallgau auf Gemeinschafts-
alpen aufgetrieben wird, die vom Alpwirtschaftlichen Verein bewirtschaftet werden,
d. h., nicht alle Tiere eines Landwirtes kommen gemeinsam auf eine Alpe, und der
Landwirt hat auch keinerlei Einflussmdglichkeiten auf den Senn, der die Tiere betreut.
Dieser wird direkt vom Alpwirtschaftlichen Verein angestellt. Da einige der Senner nicht
bereit waren, auf ihren Alpen Untersuchungen durchfiihren zu lassen, konnten nur bei
zwei der urspringlich 10 untersuchten Milchkihe auf zwei unterschiedlichen Alpen

Proben enthommen werden.

Da das Ziel dieser Untersuchung allerdings hauptsachlich der gesundheitliche
Verbraucherschutz war, wurden die beiden Alpen, auf denen sich die bereits im Stall
untersuchten Tiere befanden, komplett beprobt, um den mikrobiologischen Zustand der

dort abgegebenen Lebensmittel beurteilen zu kénnen.



57

Insgesamt wurde von beiden Alpen folgendes Probenmaterial entnommen:

Tabelle 21: Probenmaterial und Untersuchungsparameter, Alpe 1 von Betrieb 1

Untersuchungs- | Kotproben Milchproben Wasserproben Lebensmittel
parameter
STEC 10 10 1 n. u.
Campylobacter 10 10 1 n.u.

n. u. : nicht untersucht

Tabelle 22: Probenmaterial und Untersuchungsparameter, Alpe 2 von Betrieb 1

Untersuchungs-  Kotproben Milchproben Wasserproben Lebensmittel
parameter
STEC 7 7 1 1 (Butter)
Campylobacter 7 7 1 1 (Butter)

Alpe 1, eine Sennalpe, liegt auf osterreichischem Staatsgebiet, wird aber traditionell
von deutscher Seite aus beschlagen. Auf der Alpe (ca. 1000 m G. d. M.) sind im
Sommer generell 11 Kihe der Rasse Allgauer Braunvieh und Fleckvieh, in diesem Jahr
aus 7 unterschiedlichen landwirtschaftlichen Betrieben, sowie zwei Ziegen beheimatet.
Die Alpe wird von einem Senn und seiner Frau bewirtschaftet. Neben Brotzeit und
Kuchen wird auch Rohmilch an Wanderer abgegeben.

Der Stall (zweireihige Anbindehaltung) wird nur zu den Melkzeiten genutzt, ansonsten
sind die Tiere Tag und Nacht auf der Weide. Gemolken wird mit zwei Melkzeugen in
Milchkannen, die dann in den Milchtank geleert werden. Die Wasserversorgung flr
Mensch und Tier erfolgt uber eine gemeinsame Leitung, sowohl im Stall als auch flur
die Tranken auf der Weide.



58

Abbildung 13: Skizze der Alpe 1 des landwirtschaftlichen Betriebs 1
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Alpe 2 liegt an der Bergstation einer Kabinenseilbahn in einem Ostallgauer Ski- und
Wandergebiet (ca. 1400 m U. d. M.). Die Alpe ist entweder zu Full oder mit der Seil-
bahn, die im Sommer auch die Versorgung Ubernimmt, zu erreichen. Beschlagen ist
sie mit 7 Kuhen der Rasse Allgauer Braunvieh aus drei unterschiedlichen Betrieben
und 5 Mastschweinen. Es handelt sich also um eine typische Mischalpe, wie man sie
im Allgau noch sehr haufig findet. An Wanderer werden Brotzeiten, Kuchen, selbst-

erzeugte Butter und Rohmilch abgegeben.

Der Stall (einreihige Anbindehaltung) wird ebenfalls nur zu den Melkzeiten genutzt,
ansonsten befinden sich die Tiere auf der Hochweide. Gemolken wird mit zwei Melk-
zeugen in Eimer, die dann in den Milchtank geleert werden. Die Wasserversorgung von
Mensch und Tier ist, ebenso wie bei Alpe 1, identisch.

Abbildung 14: Skizze der Alpe 2 des landwirtschaftlichen Betriebs 1
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Butterherstellung
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Da eine Beprobung der beiden Alpen zur Melkzeit aufgrund der schlecht zuganglichen
Lage nicht moglich war, wurden den beiden Sennern Uber das Veterindramt
Marktoberdorf Behaltnisse zur Entnahme von Milch- und Kotproben geschickt, so dass
das Probenmaterial bereits morgens entnommen werden konnte. Im Laufe des Tages
wurden die Proben abgeholt und umgehend untersucht. Die Wasserproben sowie die

Lebensmittelprobe auf Alpe 2 konnten direkt vor Ort gewonnen werden.

Thermophile Campylobacter spp. konnten bei beiden Alpen ausschlie3lich in einem

Teil der Kotproben (10 % und 43 %) nachgewiesen werden.

Tabelle 23: Nachweis von thermophilen Campylobacter spp., Alpe 1

Campylobacter
Probenmaterial n ELFA PCR  Anzucht jejuni coli andere
Rinderkot 10 1 1 1 1 0 0
Milch 10 0 0 0 0 0 0
Wasser 1 0 0 0 0 0 0

ELFA: enzyme linked fluorescence immunoassay
n: Anzahl der untersuchten Proben

Tabelle 24: Nachweis von thermophilen Campylobacter spp., Alpe 2

Campylobacter
Probenmaterial n ELFA PCR  Anzucht jejuni coli andere
Rinderkot 7 3 3 3 3 0 0
Milch 7 0 0 0 0 0 0
Butter 1 0 0 0 0 0 0
Wasser 1 0 0 0 0 0 0

ELFA: enzyme linked fluorescence immunoassay
n: Anzahl der untersuchten Proben

Ebenso wie bei der Untersuchung auf thermophile Campylobacter spp. konnten auch
einige Rinderkotproben (30 % und 57 %) als STEC-positiv identifiziert werden, der

Nachweis von STEC aus Milch, Butter und Wasser war allerdings negativ.
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Probenmaterial n stx1 stx2 stx1 u. stx2 Summe STEC
Rinderkot 10 2 0 1 3
Milch 10 0 0 0 0
Wasser 1 0 0 0 0
n: Anzahl der untersuchten Proben
stx1, stx2: Nachweis von stx7 und/oder stx2 positiv
Tabelle 26: Nachweis von STEC, Alpe 2
Probenmaterial n stx1 stx2 stx1 u. stx2 Summe STEC
Rinderkot 7 0 2 2 4
Milch 7 0 0 0 0
Butter 1 0 0 0 0
Wasser 1 0 0 0 0

n: Anzahl der untersuchten Proben

stx1, stx2: Nachweis von stx7 und/oder stx2 positiv

4.2.2 Landwirtschaftlicher Betrieb 2, Landkreis Oberallgau

Die Mischalpe des landwirtschaftlichen Betriebes 2 ist Eigentum der nahegelegenen
Stadt und wird aufgrund eines Pachtvertrages seit Jahren durch denselben Landwirt
beschlagen. Wahrend des Sommers verlasst die gesamte Familie den etwa 25
Kilometer entfernt gelegenen Heimathof und zieht mit 30 Milchkihen (Allgauer
Braunvieh), einigen Kalbern, 10 Mastschweinen und einem Bayerischen Kaltblut auf

die 1050 m 0. d. M. gelegene Alpe.

Aus der gewonnenen Milch kann taglich ein Laib Bergkase (Hartkase) hergestellt
werden, der dann bis zu 11 Monate im Kasekeller der Alpe reift. An Wanderer wird

Hartkase aus dem letzten Jahr, gegen Ende des Alpsommers auch diesjahriger Kase,

aus Sicherheitsgrinden aber keine Rohmilch abgegeben.
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Der Stall (zweiseitige Anbindehaltung) dient nur zum Melken und als Unterkunft fur die
Mastschweine, die aus tierseuchenhygienischen Grinden nicht mehr im Freilauf auf
der Alpe gehalten werden durfen. Gemolken wird mit drei Melkzeugen in Milchkannen,
die dann per Hand in den Milchtank geleert werden. Eine Rohrmelkanlage existiert,
ebenso wie auf den anderen Almen, nicht. Als Wasserversorgung fur die Tiere dient
Bergbachwasser, das aufbereitet und abgekocht auch fur die Trinkwasserversorgung
(inklusive der Kaseherstellung) genutzt wird.

Abbildung 15: Skizze der Alpe des landwirtschaftlichen Betriebs 2
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Tabelle 27: Probenmaterial und Untersuchungsparameter, Betrieb 2

Untersuchungs-  Kotproben Milchproben Wasserproben Lebensmittel
parameter

STEC 29 26 1 1 (Hartkase)

Campylobacter 29 26 1 1 (Hartkase)

Von den sieben Kotproben, die sich im ELFA als positiv erwiesen, lieRen sich sechs
Ergebnisse mittels PCR bestatigen. Bei all diesen Proben gelang auch die Anzucht der

Isolate, die als Campylobacter jejuni jejuni identifiziert wurden.

In diesem Bestand wurde auch eine Einzelgemelksprobe entnommen, die sich
biochemisch als Campylobacter jejuni-positiv herausstellte; Lebensmittel und Wasser

waren allerdings Campylobacter-negativ.
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Tabelle 28: Nachweis von thermophilen Campylobacter spp., Betrieb 2

Campylobacter
Probenmaterial n ELFA PCR  Anzucht jejuni coli andere
Rinderkot 29 7 6 6 6 0 0
Milch 26 1 1 1 1 0 0
Hartkase 1 0 0 0 0 0 0
Wasser 1 0 0 0 0 0 0

ELFA: enzyme linked fluorescence immunoassay
n: Anzahl der untersuchten Proben

24 % der entnommenen Rinderkotproben erwiesen sich als STEC-positiv. In den
ubrigen Materialien konnte allerdings kein STEC detektiert werden.

Tabelle 29: Nachweis von STEC, Betrieb 2

Probenmaterial n stx1 stx2 stx1 u. stx2 Summe STEC
Rinderkot 29 1 6 0 7
Milch 26 0 0 0 0
Bergkase 1 0 0 0 0
Wasser 1 0 0 0 0

n: Anzahl der untersuchten Proben

stx1, stx2: Nachweis von stx7 und/oder stx2 positiv

4.2.3 Landwirtschaftlicher Betrieb 3, Landkreis Oberallgau

Auch bei dieser Alpe handelt es sich um eine fur den Ostallgduer Raum typische
Mischalpe ca. 1000 m 0. d. M.. Neben den 22 Kuhen (Allgauer Braunvieh) verbringen
mehrere Mastschweine, eine Bunte Deutsche Edelziege und ein Esel den Sommer auf
der Alpe. Betreut werden sie von einer Person, die morgendliche und abendliche
Melkarbeit erledigt die Familie gemeinsam, die Kaseherstellung tubernimmt der Bruder
des Landwirts. An Wanderer werden halbfester Schnittkdse, der mindestens 1 Monat

im Kasekeller der Alpe reift, und Rohmilch abgegeben.
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Bei dem Stall, der die Tiere nur zur Melkzeit beherbergt, handelt es sich um eine
zweiseitige Anbindehaltung. Den Schweinen dient der Keller der am Hang gelegenen
Alpe mit eingezauntem Auslauf als Sommerdomizil. Auch der Esel und die Ziege
weiden den gesamten Tag frei auf der Alpe und kommen nur zur Melkzeit gemeinsam

mit den Kihen in den Stall.

Gemolken wird mit vier Melkzeugen in Eimer, die dann per Hand zuerst in groRRere
Milchkannen geleert werden. Diese wiederum mussen dann, ebenfalls von Hand, in
den Milchtank umgefullt werden. Der Landwirt plant allerdings, eine Rohrmelkanlage
zu installieren. Die Wasserversorgung von Tier und Mensch erfolgt Uber Quellwasser,
das allerdings fir den menschlichen Gebrauch und zur Kaseherstellung abgekocht

wird.

Abbildung 16: Skizze der Alpe des landwirtschaftlichen Betriebs 3
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Folgendes Probenmaterial konnte entnommen und auf STEC und thermophile
Campylobacter spp. untersucht werden:

Tabelle 30: Probenmaterial und Untersuchungsparameter, Betrieb 3

Untersuchungs-  Kotproben Milchproben Wasserproben Lebensmittel
parameter
STEC 19 20 8 2 (Kase)
Campylobacter 19 20 8 2 (Kase)

Insgesamt konnte von den zwei ELFA-positiven Kotproben eine Probe Uber die PCR
bestatigt werden. Das aus dieser Probe gewonnene Isolat wurde als Campylobacter
jejuni jejuni identifiziert. In den hier entnommenen Milch-, Lebensmittel- und Wasser-

proben konnten keine thermophilen Campylobacter spp. nachgewiesen werden.

Tabelle 31: Nachweis von thermophilen Campylobacter spp.

Campylobacter
Probenmaterial n ELFA PCR  Anzucht jejuni coli andere
Rinderkot 19 2 1 1 1 0 0
Milch 19 0 0 0 0 0 0
halbf. Schnittk. 2 0 0 0 0 0 0
Quellwasser 8 0 0 0 0 0 0

n: Anzahl der untersuchten Proben
ELFA: enzyme linked fluorescence immunoassay
halbf. Schnittk. : halbfester Schnittkase

11 % der in diesem Bestand untersuchten Tiere konnten anhand der entnommenen
Kotproben als STEC-positiv identifiziert werden. Ebenso wie bei der Untersuchung auf
thermophile Campylobacter spp. waren alle Milch-, Lebensmittel- und Wasserproben
negativ.
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Tabelle 32: Nachweis von STEC, Betrieb 3

Probenmaterial n stx1 stx2 stx1 u. stx2 Summe STEC
Rinderkot 19 1 2 1 4
Milch 19 0 0 0 0
halbf. Schnittk. 2 0 0 0 0
Wasser 8 0 0 0 0

n: Anzahl der untersuchten Proben
stx1, stx2: Nachweis von stx7 und/oder stx2 positiv
halbf. Schnittk.: halbfester Schnittkase

4.2.4 Landwirtschaftlicher Betrieb 4, Landkreis Traunstein

Der gesamte Bestand des Biobetriebs wird auf eine etwa 25 km vom Heimathof
entfernte Alm aufgetrieben, auf der sich zwei Sennerinnen den Sommer lang um die
Tiere kimmern. Im Gegensatz zu den Allgauer Alpbetrieben werden auf dieser Alm
ausschlieBlich Rinder (Kihe und Ochsen) gehalten. Der Kaser (Almhitte) liegt
ca. 1100 m U. d. M. auf osterreichischem Staatsgebiet, das Weidegelande gehort dem
Freistaat Bayern und erstreckt sich uber 40 ha Wald, Steilhang und Weideflache bis
auf 1700 m 4. d. M..

Gemolken wird mit zwei Melkzeugen in Eimer, die dann in den Milchtank geleert
werden. Die Wasserversorgung fur Mensch und Tier erfolgt Uber Brunnenwasser, das
fur die Benutzung bei der Kaseherstellung und fir den menschlichen Verzehr
abgekocht wird. Da die Alm auf die Bewirtung von Wanderern eingerichtet ist, werden
hier neben selbsthergestelltem Almkase (halbfester Schnittkdse), der nach der
Herstellung etwa einen Monat im Kasekeller der Alm reift, und Weichkase auch

Getranke und Brotzeiten abgegeben.
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Abbildung 17 : Skizze der Alm des landwirtschaftlichen Betriebs 4
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Insgesamt konnte fir die Untersuchungen auf STEC und thermophile Campylobacter

spp. folgendes Probenmaterial entnommen werden:

Tabelle 33: Probenmaterial und Untersuchungsparameter, Betrieb 4

Untersuchungs-  Kotproben Milchproben Wasserproben Lebensmittel
parameter
STEC 12 11 1 2 (Kase)
Campylobacter 12 11 1 2 (Kase)

Von den 12 enthommenen Kotproben erwiesen sich vier als ELFA-positiv. Allerdings

lie® sich keine der positiven Proben mit PCR und in der Anzucht bestatigen. Die

entnommenen Milch- und Kaseproben waren ebenso wie die Wasserprobe in der
VIDAS- und PCR-Untersuchung negativ.
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Tabelle 34: Nachweis von thermophilen Campylobacter spp., Betrieb 4

Campylobacter
Probenmaterial n ELFA PCR  Anzucht jejuni coli andere
Rinderkot 12 4 0 0 0 0 0
Milch 11 0 0 0 0 0 0
Almkase 2 0 0 0 0 0 0
Quellwasser 1 0 0 0 0 0 0

n: Anzahl der untersuchten Proben
ELFA: enzyme linked fluorescence immunoassay
Almkése: 1 Probe Weichkase und 1 Probe halbfester Schnittkdse

Von den 12 untersuchten Kotproben wurden vier als STEC-positiv detektiert. Ebenso
wie bei den Untersuchungen auf thermophile Campylobacter spp. war es aber auch

hier nicht moglich, STEC in Milch, Lebensmitteln und Wasser nachzuweisen.

Tabelle 35: Nachweis von STEC, Betrieb 4

Probenmaterial n stx1 stx2 Stx1 u. stx2 Summe STEC
Rinderkot 12 1 2 1 4
Milch 11 0 0 0 0
Almkase 2 0 0 0 0
Quellwasser 1 0 0 0 0

n: Anzahl der untersuchten Proben
stx1, stx2: Nachweis von stx7 und/oder stx2 positiv
Almkase: 1 Probe Weichkase und 1 Probe halbfester Schnittkase

4.2.5 Zusammenfassung der ersten Probenentnahme auf den Almen

Zieht man eine Bilanz dieses ersten Untersuchungsdurchgangs auf den Almen, so
zeigen sich folgende Ergebnisse: Von den 75 entnommenen Rinderkotproben wurden
11 als Campylobacter-positiv und 22 als STEC-positiv detektiert. Somit schieden ca.
15 % der auf den Almen untersuchten Tiere thermophile Campylobacter spp. und etwa

29 % STEC aus. Eine Einzelgemelksprobe wurde als Campylobacter-positiv
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identifiziert. Das entspricht einem Anteil von 1,3 % an den gesamten entnhommenen

Milchproben. In Lebensmittel- und Wasserproben konnten weder thermophile

Campylobacter spp. noch STEC nachgewiesen werden.

Tabelle 36: Zusammenfassung der Ergebnisse flir thermophile Campylobacter spp.,

Betrieb 1 -4
Campylobacter
Probenmaterial n ELFA (%) PCR (%) Anzucht (%) jejuni (%) coli(%) andere
Rinderkot 75 17 (23) 11 (15) 11(15) 11 (15) 0 0
Milch 76 1(1) 1(1) 1(1) 1(1) 0 0
Lebensmittel = 6 0 0 0 0 0 0
Wasser 12 0 0 0 0 0 0

n: Anzahl der untersuchten Proben
ELFA: enzyme linked fluorescence immunoassay

Auch bei dieser Probenentnahme konnten in jedem der teilnehmenden Betriebe Tiere
gefunden werden, die STEC mit dem Kot ausschieden. Allerdings wurde weder in

Milch, Lebensmitteln oder Wasser STEC nachgewiesen.

Tabelle 37: Zusammenfassung der Ergebnisse fur STEC, Betrieb 1 -4

Probenmaterial n stx1 (%) stx2 (%) stx1u. stx2 (%) Summe STEC (%)
Rinderkot 75 5(7) 12 (16) 5(7) 22 (29)
Milch 76 0 0 0 0
Lebensmittel 6 0 0 0 0
Wasser 12 0 0 0 0

n: Anzahl der untersuchten Proben
stx1, stx2: Nachweis von stx7 und/oder stx2 positiv
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4.3 Zweiter Untersuchungsdurchgang auf den Almen

Nach Beendigung des ersten Untersuchungsdurchganges wurde Mitte August bis Mitte
September ein weiteres Mal in jedem der teilnehmenden Betriebe Probenmaterial

entnommen. Zwischen den beiden Probenentnahmen lagen also etwa 4 bis 6 Wochen.

4.3.1 Landwirtschaftlicher Betrieb 1, Landkreis Ostallgau

Vier der beim ersten Mal beprobten 10 Tiere standen bereits trocken und wurden von
der Alpe 1 auf eine Galtalpe gebracht, so dass eine Beprobung nicht mehr mdglich

war. Eine ahnliche Situation war auf Alpe 2 anzutreffen.

Von den insgesamt 12 entnommenen Rinderkotproben erwiesen sich zwei im ELFA als
positiv. Beide Ergebnisse konnten allerdings weder durch die PCR noch in der Anzucht
bestatigt werden. Milch- und Wasserproben waren auch bei diesem

Untersuchungsdurchgang Campylobacter-negativ.

Tabelle 38: Nachweis von thermophilen Campylobacter spp., Alpe 1

Campylobacter
Probenmaterial n ELFA PCR  Anzucht jejuni coli andere
Rinderkot 6 0 0 0 0 0 0
Milch 6 0 0 0 0 0 0
Brauchwasser 1 0 0 0 0 0 0

n: Anzahl der untersuchten Proben

ELFA: enzyme linked fluorescence immunoassay
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Tabelle 39: Nachweis von thermophilen Campylobacter spp., Alpe 2

Campylobacter
Probenmaterial n ELFA PCR  Anzucht jejuni coli andere
Rinderkot 6 2 0 0 0 0 0
Milch 6 0 0 0 0 0 0
Brauchwasser 1 0 0 0 0 0 0

n: Anzahl der untersuchten Proben
ELFA: enzyme linked fluorescence immunoassay

Wie aus den Tabellen 40 und 41 ersichtlich ist, waren von den insgesamt 12
untersuchten Rinderkotproben drei (25 %) STEC-positiv; allerdings konnten weder in
der Milch noch in der Wasserversorgung der beiden Betriebe STEC nachgewiesen

werden.

Tabelle 40: Nachweis von STEC, Alpe 1

Probenmaterial n stx1 stx2 stx1 u. stx2 Summe STEC
Rinderkot 6 1 0 0 1
Milch 6 0 0 0 0
Brauchwasser 1 0 0 0 0

n: Anzahl der untersuchten Proben

stx1, stx2: Nachweis von stx7 und/oder stx2 positiv

Tabelle 41: Nachweis von STEC, Alpe 2

Probenmaterial n stx1 stx2 stx1 u. stx2 Summe STEC
Rinderkot 6 0 2 0 2
Milch 6 0 0 0 0
Brauchwasser 1 0 0 0 0

n: Anzahl der untersuchten Proben

stx1, stx2: Nachweis von stx7 und/oder stx2 positiv
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4.3.2 Landwirtschaftlicher Betrieb 2, Landkreis Oberallgau

Beim zweiten Untersuchungsdurchgang konnten 29 Rinderkot-, 29 Milch-, eine
Hartkase- und eine Bergbachprobe entnommen werden. Der Hartkdse war der erste,

der aus diesem Jahr nach einer Reifezeit von vier Monaten abgegeben wurde.

Von den 29 entnommenen Rinderkotproben konnten 6 mittels des ELFAS als positiv
detektiert werden. Durch Anzucht und PCR bestatigten sich allerdings nur zwei dieser

Ergebnisse. Milch, Hartkdse und das Bergbachwasser waren Campylobacter-frei.

Tabelle 42: Nachweis von thermophilen Campylobacter spp., Betrieb 2

Campylobacter
Probenmaterial n ELFA PCR  Anzucht jejuni coli andere
Rinderkot 29 6 2 2 2 0 0
Milch 29 0 0 0 0 0 0
Hartkase 1 0 0 0 0 0 0
Bergbach 1 0 0 0 0 0 0

n: Anzahl der untersuchten Proben
ELFA: enzyme linked fluorescence immunoassay

In 14 der 29 entnommenen Kotproben (48 %) konnte STEC festgestellt werden,
allerdings konnte auch in diesem Fall, ebenso wie bei der Untersuchung auf
thermophile Campylobacter spp., weder in der Milch noch in der Lebensmittel- oder
Wasserprobe ein STEC-Nachweis erfolgen.

Tabelle 43: Nachweis von STEC, Betrieb 2

Probenmaterial n stx1 stx2 stx1 u. stx2 Summe STEC
Rinderkot 29 0 13 1 14
Milch 29 0 0 0 0
Hartkase 1 0 0 0 0
Bergbach 1 0 0 0 0

n: Anzahl der untersuchten Proben

stx1, stx2: Nachweis von stx7 und/oder stx2 positiv
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4.3.3 Landwirtschaftlicher Betrieb 3, Landkreis Oberallgau
In diesem Betrieb konnten alle 22 Tiere des Bestandes beprobt werden. Neben Kot

und Milch wurden auch zwei Proben des auf der Alpe hergestellten halbfesten

Schnittkases und insgesamt vier Proben der Wasserversorgung enthnommen.

In den insgesamt 22 Rinderkotproben wurden sowohl mittels der ELFA-Untersuchung
als auch Uber die PCR keine thermophilen Campylobacter spp. detektiert. Gleiches galt

fur Milch, Kase und Wasserproben.

Tabelle 44: Nachweis von thermophilen Campylobacter spp., Betrieb 3

Campylobacter
Probenmaterial n ELFA PCR  Anzucht jejuni coli andere
Rinderkot 22 0 0 0 0 0 0
Milch 22 0 0 0 0 0 0
halbf. Schnittk. 2 0 0 0 0 0 0
Quellwasser 4 0 0 0 0 0 0

n: Anzahl der untersuchten Proben
ELFA: enzyme linked fluorescence immunoassay
halbf. Schnittk.: halbfester Schnittkase

Von den 22 beprobten Kihen erwiesen sich insgesamt 6 Tiere (27 %) als STEC-
Ausscheider. In den entnommenen Kase-, Milch- und Wasserproben gelang allerdings
kein STEC-Nachweis.

Tabelle 45: Zusammenfassung der Ergebnisse fur STEC:

Probenmaterial n stx1 stx2 stx1 u. stx2 Summe STEC
Rinderkot 22 3 1 2 6
Milch 22 0 0 0 0
halbf. Schnittk. 2 0 0 0 0
Quellwasser 4 0 0 0 0

n: Anzahl der untersuchten Proben
stx1, stx2: Nachweis von stx7 und/oder stx2 positiv
halbf. Schnittk.: halbfester Schnittkase
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4.3.4 Landwirtschaftlicher Betrieb 4, Landkreis Traunstein

Zwei Wochen vor Ende der Almsaison ging bei allen Tieren bereits die Milchleistung
stark zurlck; drei der insgesamt 12 Kuhe standen zum Zeitpunkt der letzten
Probennahme bereits trocken und wurden zu den Melkzeiten nicht mehr von der Weide
in den Stall zurickgeholt. Insgesamt konnten deshalb nur noch 9 Tiere beprobt
werden.

Von den 9 entnommenen Rinderkotproben erwiesen sich im Screening mittels des
ELFA drei Proben als positiv. Diese Ergebnisse liel3en sich aber weder durch die PCR
noch in der Anzucht bestatigen. So kann davon ausgegangen werden, dass es sich
nicht um thermophile Campylobacter spp. handelt. Alle ubrigen Proben (Milch,

Almkase, Wasser) waren Campylobacter-frei.

Tabelle 46: Nachweis von thermophilen Campylobacter spp., Betrieb 4

Campylobacter
Probenmaterial n ELFA PCR  Anzucht jejuni coli andere
Rinderkot 9 3 0 0 0 0 0
Milch 9 0 0 0 0 0 0
halbf. Schnittk. 1 0 0 0 0 0 0
Quellwasser 1 0 0 0 0 0 0

n: Anzahl der untersuchten Proben
ELFA: enzyme linked fluorescence immunoassay
halbf. Schnittk. : halbfester Schnittkase

Insgesamt konnten vier der 9 Kotproben als STEC-positiv gewertet werden; in den
Einzelgemelksproben und der Probe des Brunnenwassers, das in abgekochter Form
auch fur die Kaseherstellung verwendet wird, war ein Nachweis von STEC nicht
madglich. Allerdings konnte in der Almkaseprobe mittels Real-Time-PCR stx1 detektiert

werden; in der PCR war diese Probe jedoch STEC-negativ.
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Tabelle 47: Nachweis von STEC, Betrieb 4

Probenmaterial n stx1 stx2 stx1 u. stx2 Summe STEC
Rinderkot 9 1 2 1 4
Milch 9 0 0 0 0
halbf. Schnittk. 1 1 0 0 1
Quellwasser 1 0 0 0 0

n: Anzahl der untersuchten Proben
stx1, stx2: Nachweis von stx7 und/oder stx2 positiv
halbf. Schnittk.: halbfester Schnittkase

4.3.5 Zusammenfassung der zweiten Probenentnahme auf den Almen

Insgesamt konnten wahrend des zweiten Untersuchungsdurchgangs 72 Rinderkot-, 72
Einzelgemelks-, vier Kase- und 8 Wasserproben enthommen werden. Alle diese
Proben wurden sowohl auf thermophile Campylobacter spp. wie auch auf STEC
untersucht. Zieht man eine Gesamtbilanz dieser zweiten Untersuchung auf den Almen,
zeigen sich folgende Ergebnisse:

27 der 72 entnommenen Rinderkotproben wurden als STEC-positiv identifiziert (35 %),
11 Proben erwiesen sich als VIDAS-positiv. Allerdings konnten davon nur zwei mittels
PCR und Anzucht bestatigt werden. Bei beiden Stammen handelte es sich gemal} des
biochemischen Api Campy®-ldentifizierungssystems um Campylobacter jejuni jejuni. In
Milch und der Wasserversorgung lie3en sich bei dieser Untersuchung weder STEC
noch thermophile Campylobacter spp. nachweisen. Eine der Kaseproben (halbfester

Schnittkase) erwies sich in der Real-Time-PCR als STEC-positiv.
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Tabelle 48: Zusammenfassung der Ergebnisse fur thermophile Campylobacter spp.,

Betrieb 1 -4
Campylobacter
Probenmaterial n ELFA (%) PCR (%) Anzucht (%) jejuni (%) coli (%) andere (%)
Rinderkot 72 11 (15) 2 (3) 2 (3) 2 (3) 0 0
Milch 72 0 0 0 0 0 0
Lebensmittel | 4 0 0 0 0 0 0
Wasser 8 0 0 0 0 0 0

n: Anzahl der untersuchten Proben

ELFA: enzyme linked fluorescence immunoassay

Tabelle 49: Zusammenfassung der Ergebnisse fir STEC, Betrieb 1 -4

Probenmaterial n stx1 (%) stx2 (%) stx1u. stx2 (%) Summe STEC-pos.
(%)
Rinderkot 72 5(7) 18 (25) 4 (1) 27 (38)
Milch 72 0 0 0 0
Lebensmittel 4 1 0 0 1
Wasser 8 0 0 0 0

n: Anzahl der untersuchten Proben
stx1, stx2: Nachweis von stx7 und/oder stx2 positiv

4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse des externen Methodenvergleichs mit

dem NRL-Ec, Dessau, in Bezug auf die STEC-Diagnostik

Ein Teil der untersuchten Proben wurde direkt nach der Entnahme oder nach maximal
einwochiger sachgemafler Lagerung an das NRL-Ec nach Dessau zur dortigen
parallelen Untersuchung versandt. Ziel war es, die unterschiedlichen Methoden, die an

beiden Instituten routinemafRig angewandt werden, zu vergleichen.

Bei der Untersuchung von Lebensmittelproben wurden am NRL-Ec die gemald der
Amtlichen Sammlung nach § 35 LMBG vorgeschriebenen Methoden angewandt und
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die anschlielfende Keimsuche mittels eines Kolonie-Immunoblots durchgefihrt (Timm
et al., 1998). Bei Wasserproben wurde ebenso verfahren. Bei der bei den eigenen
Untersuchungen eingesetzten Methode handelte es sich um die oben beschriebene
modifizierte Vorgehensweise gemaly der Amtl. Sammlung nach § 35 LMBG. Beide

Methoden erbrachten eine Ubereinstimmung in 100 % der untersuchten Proben.

Da fur Rinderkotproben keine gesetzlich vorgegebenen Untersuchungsmethoden
existieren, wurde in der eigenen Studie die oben beschriebene Kultivierungsmethode
(Ausstrich auf ENDO-Selektivagar) eingesetzt, am NRL-Ec erfolgte eine Anreicherung
einer Kotsuspension in mTSB-Bouillon mit Mitomycinzusatz dber 18 Stunden in
Schuttelkultur mit anschlieRender PCR direkt aus der Anreicherung (Timm et al.,
1998). Bemerkenswert war, dass in einem Teil der Falle unterschiedliche Tiere als
STEC-positiv detektiert wurden.

Tabelle 50: Zusammenfassung der Ergebnisse fur STEC (Angaben in % positiv. Tiere)

Betrieb Labor Winterperio- Sommer , Alm Sommer, Alm
de, Stall (1. Unters.) (2. Unters.)
1 vorl. Unters. 41 41 25
1 NRL-Ec 59 35 33
1 vorl. Unters. u. NRL-Ec 70 47 42
4 vorl. Unters. 83 33 44
4 NRL-Ec n. u. 17 56
4 vorl. Unters. u. NRL-Ec n. u. 33 67

vorl. Unters.: vorliegende Untersuchung
Unters.: Untersuchung

n. u. : nicht untersucht

4.5 Zusammenfassung der weiterfiilhrenden Untersuchungen bei STEC-

positiven Proben

Bei allen STEC-positiven Proben wurde eine Kolonieblothybridisierung zur
Keimisolierung durchgefuhrt. Ein Teil der Isolate wurde an das RKI, Referenzlabor fir
Salmonellen und andere Enteritiserreger, Wernigerode, eingesandt, ein weiterer Tell
der Serotypisierungsergebnisse stammt aus dem NRL-Ec, Dessau.
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4.5.1 Zusammenschau der Keimisolierungsergebnisse

Insgesamt war bei 59 % (49) der positiv detektierten Rinderkotproben eine Keim-

isolierung mittels Kolonieblothybridisierung erfolgreich, ebenso gelang die Isolierung

des Keimes aus der STEC-positiven Brauchwasserprobe; bei der als positiv

detektierten Kaseprobe war die Kolonieblothybridisierung allerdings nicht erfolgreich

(Ausfuhrliche Ergebnisse siehe Anhang 8.2).

Bei 73 % (36) der isolierten Keime konnte als weiterer Pathogenitatsfaktor das EHEC

hly-Gen nachgewiesen werden, das alle STEC-Stamme auch phanotypisch auf dem

Enterohamolysinagar auspragten; bei einem Stamm (2 %) war zusatzlich sogar das

eae-Gen vorhanden.

Tabelle 51: Keimisolierung Betrieb 1, Ostallgau

Zeitpunkt STEC Isolate eae-/hly-pos.  Sorbit./Enterohamo.
Winterperiode (Stall) 11 9 1/6 1/6
Sommer, Alpe (1. Unters.) 7 3 0/1 31
Sommer, Alpe (2. Unters.) 3 1 01 1/1

Unters.: Untersuchung

eaelhly: Untersuchung mittels Real-Time-PCR (LightCycler®) auf beide Pathogenitatsgene

Sorbit./Enterohamo.: Untersuchung auf die phanotypischen Merkmale der Sorbitfermentation und der
Enterohamolysinbildung Gber Selektivhahrbéden

Tabelle 52: Keimisolierung Betrieb 2, Oberallgau

Zeitpunkt STEC Isolate eae-/hly-pos. Sorbit./Enterohamo.
Winterperiode (Stall) 9 7 0/7 1/7
Sommer, Alpe (1. Unters.) 7 3 0/3 0/3
Sommer, Alpe (2. Unters.) 14 8 0/0 8/0

Unters.: Untersuchung

eaelhly: Untersuchung mittels Real-Time-PCR (LightCycler®) auf beide Pathogenitatsgene

Sorbit./Enterohamo.: Untersuchung auf die phanotypischen Merkmale der Sorbitfermentation und der
Enterohamolysinbildung tber Selektivnahrbdden



78

Tabelle 53: Keimisolierung Betrieb 3, Oberallgau

Zeitpunkt STEC Isolate  eae-/hly-pos. Sorbit-/Enterohamo.
Winterperiode (Stall) 5 4 0/4 1/4
Sommer, Alpe (1. Unters.)| 4 2 0/2 2/2
Sommer, Alpe (2. Unters.)| 6 2 0/2 2/2

Unters.: Untersuchung

eaelhly: Untersuchung mittels Real-Time-PCR (LightCycler®) auf beide Pathogenitdtsgene

Sorbit./Enterohdamo.: Untersuchung auf die phanotypischen Merkmale der Sorbitfermentation und der
Enterohamolysinbildung tber Selektivnahrbdden

Tabelle 54: Keimisolierung Betrieb 4, Traunstein

Zeitpunkt STEC Isolate eae-/hly-pos. Sorbit-/Enterohamo.
Winterperiode (Stall) 9 5 0/5 5/5
Sommer, Alpe (1. Unters.) 4 2 0/2 2/2
Sommer, Alpe (2. Unters.) 4 3 0/3 3/3

Unters.: Untersuchung

eaelhly: Untersuchung mittels Real-Time-PCR (LightCycler®) auf beide Pathogenitatsgene

Sorbit./Enterohdamo.: Untersuchung auf die phanotypischen Merkmale der Sorbitfermentation und der
Enterohamolysinbildung tber Selektivnahrbdden

4.5.2 Zusammenfassung der Serotypisierungsergebnisse

Insgesamt 14 der mittels Kolonieblothybridisierung gewonnenen Isolate (13 Isolate aus

Rinderkotproben und 1 Isolat aus der Brauchwasserprobe) wurden an das RKI,

Referenzlabor flur Salmonellen und andere Enteritiserreger, Wernigerode, zur Sero-

typisierung eingesandt. Von 21 weiteren Stammen stammen die Ergebnisse aus dem

NRL-Ec, Dessau. Dort wurde eine Keimisolierung aus den Originalproben mittels

Immunoblothybridisierung und eine anschlieRende Serotypisierung vorgenommen.
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Tabelle 55: Serotypen in den einzelnen Betrieben (Rinderkot-Isolate)

Betrieb Serotypen

01 06 022 074 091 0103 0113 O116 O175 0179 On.t.
Betrieb 1 1 0 5 0 4 1 3 1 0 0 3
Betrieb 2 O 0 3 0 1 0 0 0 1 0 2
Betrieb 3 0O 2 0 0 1 0 1 0 0 0 0
Betrieb 4 0O 0 O 1 0 0 0 2 0 2 0
gesamt 1 2 8 1 6 1 4 3 1 2 5

Aus der Brauchwasserprobe von Betrieb 3 wurde der Serotyp Ont:H8 isoliert, ein

Stamm, der ansonsten in diesem Betrieb nicht aufzufinden war.

4.6 Auswertung der Daten als Verlaufsuntersuchung

Ein Aspekt des vorliegenden Projektes war es, Erkenntnisse darlber zu gewinnen, ob
und in welcher Weise sich die Futter- und Haltungsbedingungsumstellung durch den
Auftrieb auf die Almen auf die Anwesenheit von thermophilen Campylobacter spp. und
STEC im Kot der einzelnen Tiere auswirkt. Deshalb werden hier die Ergebnisse der
drei Betriebe, bei denen identische Tiere sowohl im Stall als auch auf der Alm
untersucht wurden, gegenubergestellt. Die Auswertung erfasst nur solche Tiere, die in

drei Probenentnahmen einbezogen werden konnten.

4.6.1 Thermophile Campylobacter species

Fasst man die Ergebnisse zusammen, so ging die Ausscheidungsrate von 24 % im
Stall, Uber 14 % bei der ersten Beprobung auf der Alm/Alpe auf 10 % bei der letzten
Untersuchung zurtck. Allerdings wurden bei jeder Probenentnahme unterschiedliche
Tiere als positiv identifiziert.
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Tabelle 56: Zusammenfassung der Ergebnisse fur thermophile Campylobacter spp.

Betriebe n  Winterperiode, Sommer Alm, Sommer Alm, mind. einmal
Stall (%) 1. Unters. (%) 2. Unters. (%) positiv (%)
Betrieb 2 24 10 (42) 6 (25) 5 (21) 16 (67)
Betrieb 3 ' 16 1(6) 1(6) 0 2 (13)
Betrieb4 = 9 1(11) 0 0 1(11)
gesamt | 49 12 (24) 7 (14) 5 (10) 19 (39)

Unters.: Untersuchung
n: Anzahl der bei allen drei Probenentnahmen berlicksichtigten Tiere

mind. einmal positiv: Anzahl der Tiere, die bei mindestens einer Probenentnahme positiv waren

4.6.2 Shiga Toxin-bildende Escherichia coli (STEC)

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass der bei der Ausscheidung von
thermophilen Campylobacter spp. detektierte Ruckgang wahrend der Almsaison in
Bezug auf STEC nicht zu beobachten ist. Die Ausscheidungsrate geht zwar in allen
drei Betrieben nach der Alpung zuriick, steigt zum Ende der Almsaison aber wieder an.
Auch hier gilt die bereits bei den thermophilen Campylobacter spp. beschriebene
Beobachtung, dass es sich immer um unterschiedliche Tiere handelt, die STEC mit

dem Kot ausscheiden (Ausfuhrliche Ergebnisse siehe Anhang 8.2).

Tabelle 57: Zusammenfassung der Ergebnisse fur STEC

Betriebe n Winterperiode, Sommer Alm, Sommer Alm, mind. einmal
Stall (%) 1. Unters. (%) 2. Unters. (%) positiv (%)
Betrieb 2 24 8 (33) 5(21) 13 (54) 18 (75)
Betrieb 3 | 16 5 (31) 2 (13) 4 (25) 9 (56)
Betriecb4 | 9 7 (78) 2 (22) 4 (44) 8 (89)
gesamt 49 20 (41) 9 (18) 21 (43) 35 (71)

Unters.: Untersuchung
n: Anzahl der bei allen drei Probenentnahmen berlcksichtigten Tiere

mind. einmal positiv: Anzahl der Tiere, die bei mindestens einer Probenentnahme positiv waren
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5 DiskussioN

Enterohamorrhagische Escherichia coli (EHEC) und thermophile Campylobacter spp.
zahlen in den letzten Jahren neben Salmonella spp. zu den wichtigsten bakteriellen
Enteritisierregern. Beobachtet man die Entwicklung in anderen Landern, beispiels-
weise den USA oder GroRbritannien, ist davon auszugehen, dass zumindest die
thermophilen Campylobacter spp. in den nachsten Jahren Salmonella spp. an der
Spitze der meldepflichtigen Enteritis infectiosa-Falle ablosen werden. Beiden Erregern
ist gemeinsam, dass sie neben der eigentlichen gastrointestinalen Symptomatik auch
in der Lage sind, postinfektiose Syndrome auszuldsen, die zu schweren gesundheit-
lichen Beeintrachtigungen der erkrankten Personen bis hin zum Tod fiihren kdnnen.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb zum einen, einen Einblick in die Inzidenz und
Pravalenz von STEC und thermophilen Campylobacter spp. bei gesunden Almkuhen
zu erhalten. Aus Untersuchungen ist bekannt, dass etwa 50 % der gesunden
deutschen Schlachtrinder STEC beherbergen (Richter et al., 1997), in einer neueren
Langzeitstudie in vier landwirtschaftlichen Betrieben werden Detektionsraten von 29 bis
82 % genannt (Geue et al., 2002). Fur thermophile Campylobacter spp. existiert eine
entsprechende Arbeit aus Kanada, die eine &hnliche Detektionsrate (51 %) fur
Schlachttiere angibt (Garcia et al., 1985). Daten fur im Sommer gealpte Kuhe lagen
allerdings fur Bayern, das Bundesland, in dem diese Form der Rinderhaltung noch
immer eine Rolle spielt, nicht vor. Auf der Basis der Status-quo-Untersuchungen im
Stall ist es des Weiteren auch mdglich, eine Verlaufsuntersuchung durchzufiihren und
festzustellen, ob und in welcher Weise die Alpung einen positiven Einfluss auf die
Ausscheidung von STEC und thermophilen Campylobacter spp. hat.

Daneben sollte im Interesse des gesundheitlichen Verbraucherschutzes untersucht
werden, ob und in welchem Umfang auf Almen produzierte, naturbelassene
Lebensmittel mit STEC und/oder thermophilen Campylobacter spp. kontaminiert sind.
Da vor allem die Abgabe von Rohmilch an Wanderer und Berghltten gemaR § 8,
Absatz 2 MilchV nicht den strengeren gesetzlichen Auflagen der Milch-ab-Hof-Abgabe

unterliegt, ist hier ein groReres Gefahrdungspotential vorstellbar.
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5.1 Interner und externer Vergleich der einzelnen Untersuchungsmethoden

Zu Beginn der Auswertung der Untersuchungsergebnisse soll hier kurz auf die
diskrepanten Ergebnisse eingegangen werden, die sich sowohl intern durch die
Verwendung mehrerer unterschiedlicher Detektionsmethoden fir beide gesuchten
Bakterien, wie auch extern ergaben, da ein Teil der untersuchten STEC-Proben an das
NRL-Ec in Dessau eingesandt wurde, wo eine andere Probenaufbereitung, als in der
vorliegenden Studie eingesetzt, erfolgte. Ziel war es hierbei, am Ende der Studie einen

Vergleich zwischen beiden Methoden durchfiihren zu kénnen.

5.1.1 Untersuchungsmethoden bei thermophilen Campylobacter species

Betrachtet man die Ergebnisse der ELFA-Screening-Untersuchung im Vergleich zu den
PCR-Ergebnissen, die im Wesentlichen mit den Resultaten aus der konventionellen
Mikrobiologie Ubereinstimmen, so stellt man fest, dass in einigen Fallen positive
Screeningergebnisse auftreten, die sich nicht mittels PCR und konventionellen
mikrobiologischen Methoden bestatigen lassen. Dabei gab es allerdings erhebliche

Unterschiede zwischen den einzelnen Matrizes.

Nach Untersuchungen von Klein et al. (2004) hat das in dieser Studie eingesetzte
MiniVIDAS® CAM Assay im Vergleich zur konventionellen kulturtechnischen Methode in
Anlehnung an ISO 10272 (Stand: 1995) bei naturlich kontaminierten Lebensmittel- und
Geflugelkotproben eine Sensivitat von 99,6 % und eine Spezifitat von 97,2 %. Fur die
in der vorliegenden Studie untersuchten Lebensmittelproben (Milch, unterschiedliche
Kasesorten, Butter und Wasserproben) konnte sogar eine Ubereinstimmung von
100 % zwischen den ELFA-, PCR- und ISO-Ergebnissen festgestellt werden.

Anders sah es bei den untersuchten Rinderkotproben aus. Hier fand sich eine zum Teil
sehr deutliche Diskrepanz zwischen den ELFA-Ergebnissen auf der einen Seite und
der PCR sowie der kulturellen Methode auf der anderen Seite. Dafir sind mehrere

Grunde vorstellbar:

- Im Gegensatz zum Gefligel, das Uberwiegend die auch menschenpathogenen
thermophilen Campylobacter jejuni, coli und lari beherbergt (Glinder et al., 2004),
finden sich beim Rind neben den Spezies Campylobacter jejuni und coli auch
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andere, zum Teil thermophile, wie Campylobacter hyointestinalis, zum Teil auch
mesophile bzw. thermotolerante Campylobacter spp., wie Campylobacter fetus (On,
1996, Inglis und Kalischuk, 2003). Nach Erfahrungen des lebensmittelmikrobiolo-
gischen Labors des LGL ist der MiniVIDAS® CAM Assay auch in der Lage,
beispielsweise Campylobacter fetus fetus, zumindest in Reinkultur, zu detektieren.
Da bei der Antigen-Antikorperreaktion, die diesem ELFA zugrunde liegt,
Kreuzreaktionen mit anderen Campylobacter spp. nicht ausgeschlossen werden
konnen, ist es durchaus denkbar, dass die unbestatigten MiniVIDAS®-positiven
Proben auf die Detektion anderer, im Rinderkot vorhandener Campylobacter spp.
zurUckzufuhren sind. In der PCR zeigen solche Isolate keine positiven Ergebnisse,
da das verwendete Assay spezifisch Campylobacter jejuni und Campylobacter coli
detektiert.

- Ein VIDAS®-positives Ergebnis lasst keine Aussage darliber zu, ob in der
verwendeten Anreicherung lebende, vermehrungsfahige Mikroorganismen vorhan-
den sind, da der ELFA als Antigen-Antikdrperreaktion nicht auf lebende Organismen
angewiesen ist. Bei solchen Proben wurde eine Kultivierung auf Selektiv- oder
Blutagar zu keinem Erfolg fuhren. Des Weiteren kbnnen Campylobacter spp. in eine
lebensfahige, aber nicht kultivierbare (viable, but non-culturable) Form Ubergehen,
was eine Anzucht auch unter sonst optimalen Bedingungen unmdglich macht
(Bartelt, 2004). Ebenso muss bedacht werden, dass Rinderkot eine sehr grole
Begleitflora (Schimmelpilze, Hefen, Bacillus spp.) enthalt, die eine Kultivierung der
sehr empfindlichen, vergleichsweise langsamwachsenden Campylobacter spp.,
erschwert (Inglis und Kalischuk, 2003). Ein Versuch, die Bebritungstemperatur fur
die Anzucht einiger VIDAS-positiver Proben herabzusetzen, um auch fir evtl.
vorhandene mesophile Campylobacter spp. optimale Bedingungen zu schaffen,
scheiterte trotz Filtration der Anreicherung vor Ausstrich auf Selektivplatten an der
sich bei niedrigeren Temperaturen (25° C und 37° C) optimal vermehrenden

Begleitflora (Uberwiegend Schimmelpilze und Hefen).

Festzuhalten ist allerdings, dass sich durch den parallelen Einsatz der drei
Verfahrensweisen ELFA, PCR und kultureller Nachweis das Risiko einer falsch-
negativen Detektion zumindest fur die beiden humanpathogenen, lebensmittel-

relevanten Spezies Campylobacter jejuni und Campylobacter coli minimiert.
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5.1.2 Untersuchungsmethoden fur Shiga Toxin-bildende E. coli

Bei der Untersuchung sowohl der Rinderkot- wie auch der Lebensmittelproben fiel auf,
dass bei einem Teil der Proben die PCR ein negatives, die Real-Time-PCR aber ein
positives Ergebnis fur den Nachweis von stx7 und/oder stx2 erbrachte. Ebenso kam
es, vor allem bei der Detektion von stx2, in einigen Fallen zu einem positiven Ergebnis
in der PCR, das sich in der Real-Time-PCR nicht bestatigen liel3. Aufgrund dieser
Tatsache wurde fur alle untersuchten Proben die PCR zur Untersuchung eingesetzt,

jedes Ergebnis aber auch mittels Real-Time-PCR bestatigt.

Folgende Faktoren sind wahrscheinlich fur diskrepante Ergebnisse verantwortlich zu

machen:

- Das Temperatur-Zeit-Protokoll fur die PCR wurde so modifiziert, dass eine PCR flr
stx1 und stx2 in einem Thermocycler moglich ist. Die dafur notwendige Modifikation
der Annealing-Temperatur kann in einigen Fallen zu falsch-positiven Ergebnissen fur
stx2 fuhren. Solche Proben erweisen sich dann allerdings in der Real-Time-PCR als

negativ.

- Bei einigen Proben ergaben sich in der PCR nur schwache Banden, fur die eine
spezifische Auswertung nicht moglich war. Solche Proben wurden fur die PCR als

fraglich gewertet und mittels Real-Time-PCR nachuntersucht.

- Die PCR ist aufgrund der sich anschliefenden Agarosegelektrophorese und
Ethidiumbromidfarbung mit einem wesentlich héheren Kontaminationsrisiko behaftet
und ist durch diese durchzufihrenden Schritte auch fehleranfalliger als das System
der Real-Time-PCR (Rottengatter, 2003).

- Die Real-Time-PCR weist u. a. dadurch, dass die Schwellenwerttiberschreitung (c-
Wert) als Detektionsgrundlage herangezogen wird - nicht wie bei der PCR die
Signalintensitat im Sinne einer Endpunktanalyse - eine hdhere Sensitivitat auf als
das PCR-Assay. So kann es sein, dass eine geringe STEC-Kontamination nur
mittels der Real-Time-PCR detektiert werden kann (Rottengatter, 2003).
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Da die PCR allerdings fur Lebensmittelproben gemall den Vorgaben der Amtl.
Sammlung nach § 35 LMBG vorgeschrieben ist und fur humane Stuhlproben am LGL,
Oberschleillheim, seit Jahren erfolgreich als Screening-Methode eingesetzt wird
(Busch, 2002), wurde sie in dieser Arbeit fur alle verwendeten Matrizes ebenfalls
eingesetzt. Das Ergebnis des LightCyclers® wurde jedoch als ,Goldstandard"

betrachtet.

Bei allen Real-Time-PCR-positiven Proben wurde zur Isolierung des Keimes eine
Kolonieblot-Hybridisierung durchgefuhrt. Allerdings war nicht in allen Fallen eine
Keimisolierung moglich; der Grund hierfur war teils, dass in einigen Proben nur gerin-
ge STEC-Keimzahlen vorhanden waren, die bei der der Kolonieblot-Hybridisierung
vorausgehenden Anzucht von Proteus spp. Uberwuchert wurden. So ist eine
Keimisolierungsrate von 60 % mittels Kolonieblothybridisierung im Routinelaborbetrieb
als normal zu werten (Busch, 2004). Nach den Falldefinitionen des RKI zur
Ubermittlung von Erkrankungs- oder Todesfillen und Nachweisen von Krankheits-
erregern nach § 4, Absatz 2, IfSG gilt als labordiagnostischer Nachweis einer EHEC-
Erkrankung der Nachweis (z. B. PCR) des Shiga Toxin-Gens (stx7, stx2) in
Mischkulturen, Stuhlanreicherung oder im E. coli-Isolat (N. N., 2000, RKI, 2004). Fur
die Beurteilung der Rinderkotproben als STEC-positiv wurde deshalb ebenso
verfahren, auch wenn eine Keimisolierung nicht modglich war. Lebensmittelproben
dagegen kénnen gemal der Amtlichen Sammlung nach § 35 LMBG und den Vorgaben
des Arbeitskreises lebensmittelhygienischer tierarztlicher Sachverstandiger (ALTS) nur
dann als positiv bewertet werden, wenn der PCR-Nachweis des Shiga Toxin-Gens mit
einem kulturelleren Nachweis des Keimes verbunden ist (Braunig und Klein, 2001). So
ware die positive Kaseprobe unter lebensmittelrechtlichen Gesichtspunkten als fraglich
zu werten und eine Nachprobe anzufordern (Amtl. Sammlung nach § 35 LMBG, 2002)

5.1.3 Externer Methodenvergleich mit dem NRL-Ec, Dessau, in Bezug auf die STEC-
Diagnostik

Ein Teil der entnommenen Originalproben wurde parallel zu den eigenen
Untersuchungen an das NRL-Ec, Dessau eingesandt. Ziel war es, die
unterschiedlichen verwendeten Methoden miteinander zu vergleichen. Die Ergebnisse
aus den funf gemeinsam durchgefuhrten Untersuchungsdurchgangen zeigen, dass bei

den Rinderkotproben in keinem Fall eine hundertprozentige Ubereinstimmung der
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Ergebnisse erzielt werden konnte, so wie es bei den Lebensmittel- und Wasserproben

der Fall war. Folgende Grunde waren fur die diskrepanten Ergebnisse denkbar:

- Die Proben wurden zum Teil einige Tage gelagert, bis sie das NRL-Ec erreichten.
Eine niedrigere Detektionsrate aufgrund von Lagerung und Transport ist nicht aus-

zuschliel3en.

- Da bei allen finf gemeinsam durchgeflhrten Untersuchungsdurchgangen auch
jeweils verschiedene Tiere als positiv detektiert wurden, ware die Moglichkeit in
Betracht zu ziehen, dass innerhalb der Kotproben, vor allem bei einem nur geringen
Kontaminationsgrad, eine inhomogene Verteilung der STEC vorliegt, ahnlich wie es
bei Salmonellen bekannt ist (,Nesterbildung®). Divergierende Ergebnisse in diesem
Laborvergleich waren somit nicht ausschlieBlich auf die beiden unterschiedlichen

Methoden zurtckzufuhren.

Die Ergebnisse zeigen aber eindeutig, dass keine der beiden Methoden ein
zuverlassigeres Detektionsergebnis liefert. Fir ein hohes Probenaufkommen in einem
Routinelabor ist aus personal- und vor allem raumkapazitiven Grinden wahrscheinlich
die in der vorliegenden Studie eingesetzte Methode anzuwenden, auch wenn bei
einem sehr geringen Kontaminationsgrad die Anreicherungsmethodik des NRL-Ec
bessere Detektionsergebnisse liefert. Eine Auswirkung auf die anhand der
vorliegenden Daten erstellte Verlaufsuntersuchung haben die hdheren Detektions-

raten allerdings nicht.

5.2 Bewertung der Verlaufsuntersuchung bei drei landwirtschaftlichen

Betrieben

Eine Verlaufsuntersuchung hinsichtlich der STEC- und Campylobacter-Ausscheidung
im Rinderkot, wurde nur bei drei der insgesamt vier beteiligten Betriebe durchgefihrt,
da bei einem Betrieb ein Teil der im Winter beprobten Tiere anschliefiend auf der Alpe

nicht mehr untersucht werden konnten (siehe unter 4).
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5.2.1 Verlaufsuntersuchung in Bezug auf thermophile Campylobacter species

Berucksichtigt wurden bei dieser Auswertung nur diejenigen Tiere, die bei allen drei

Untersuchungen beprobt werden konnten.

Im Vergleich zu den Untersuchungen wahrend der Stallperiode war in den
Sommermonaten ein deutlicher Rlickgang der Campylobacter-Ausscheidung zu
beobachten. Bei zwei der drei landwirtschaftlichen Betriebe sank die Detektionsrate im

Sommer sogar auf 0 % ab:

Abbildung 18: Verlaufsuntersuchung thermophile Campylobacter spp. (Rinderkot)
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Auf welche Faktoren der Rickgang der Detektionsrate von thermophilen
Campylobacter spp. im Kot der untersuchten Rinder zurlckzufihren ist, kann lediglich
hypothetisch angesprochen werden. Fest steht, dass die Alpung der Tiere im Sommer
eine deutliche Haltungs- und Futterungsumstellung bedingt, selbst wenn zwei der drei
in der Untersuchung berlcksichtigten Betriebe als anerkannte Biobetriebe auch im
Stall auf den Einsatz von Milchleistungsfutter verzichten. Nach einer amerikanischen
Studie ist die Ausscheidung von E. coli O157:H7 bei Rindern auch von der Futterung
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abhangig (Hovde et al., 1999); in Bezug auf thermophile Campylobacter spp. existieren
solche Studien allerdings nur im Zusammenhang mit der Broilerfitterung (Line et al.,
1998) und mit fur diese Arbeit nicht relevanten Fitterungsmethoden bei Rindern, z. B.
Futterung von Luzerne und Baumwollsamen (Wesley et al., 2000). Neben der
Untersuchung von Hovde et al. (1999), in der bei experimenteller Kontamination der
Tiere mit E. coli 0O157:H7 ein Zusammenhang zwischen einer Verlangerung der
Ausscheidung des genannten Bakteriums und der erfolgten Heufutterung der Tiere
belegt werden konnte, existiert eine weitere Studie Uber eine Reduktion der Ausschei-
dung pathogener Mikroorganismen durch eine Futterungsumstellung, beispielsweise
uber die deutliche Verringerung der Konzentration von Listeria monocytogenes im Kot

von Milchrindern nach Weideaustrieb (Husu, 1990).

So kann vermutet werden, dass die Futterumstellung, die mit der Alpung der Tiere
verbunden war, dazu beitrug, die Ausscheidung thermophiler Campylobacter spp. zu

vermindern.

Ein weiterer Umstand, der zur Reduktion der Campylobacter-Ausscheidung beigetra-
gen haben konnte, ist darin zu sehen, dass die Tiere auf der Alm Tag und Nacht im
Freien gehalten und nur fur die relativ kurzen Melkzeiten eingestallt werden. Der
Kontakt mit dem eigenen Kot und dem der anderen Kihe ist somit unwahrscheinlicher
als bei der beengten Stallhaltung. In diesem Zusammenhang ist das Eintrocknen des
Kotes und eine Inaktivierung thermophiler Campylobacter spp. durch UV-Licht, Warme
und O, moglich (Baily et al., 2003).

Zu denken gibt allerdings, dass in den zwei Betrieben, wo bei beiden Untersuchungen
auf den Alpen thermophile Campylobacter spp. gefunden wurden, die ausscheidenden
Tiere wahrend der Untersuchungsdurchgange im Winter und im Sommers nicht iden-
tisch waren. In beiden Betrieben wurden Tiere identifiziert, die im Winter Campylo-
bacter-negativ waren, im Sommer allerdings bei mindestens einer Probenentnahme
Campylobacter-positiv. Bekannt ist, dass Kuihe thermophile Campylobacter spp.,
ahnlich wie STEC, phasenweise ausscheiden (Robinson, 1982). Unter Stress-
bedingungen kann, gerade bei persistenten Infektionen, die Ausscheidungsrate
ansteigen (Garcia et al., 1985). So ist nicht auszuschliel’en, dass ein hdherer
Prozentsatz der einbezogenen Tiere latenter Trager von thermophilen Campylobacter

spp. ist, als die festgestellte Detektionsrate vermuten Iasst.
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Einige Studien beschreiben die Saisonalitat der Ausscheidung von thermophilen
Campylobacter spp. (Meanger und Marshall, 1988, Stanley et al., 1998, Stanley und
Jones, 2003). Eine Langzeitstudie in vier Milchviehbetrieben in Lancashire,
Grolbritannien, beschreibt zwei HOhepunkte der Campylobacter-Ausscheidung:
Frahling und Herbst (Stanley et al., 1998). Eine altere, ebenfalls in GroRbritannien
entstandene Studie beschreibt allerdings einen saisonalen Hohepunkt im Sommer, ein
Absinken der Ausscheidung thermophiler Campylobacter spp. im Winter und einen
Wiederanstieg im Frihling (Robinson, 1982). Die periodische Ausscheidung
thermophiler Campylobacter spp., wie sie von Stanley et al. (1998) fur Lancashire
beschrieben wurde, konnte zum Teil auch in der vorliegenden Untersuchung
festgestellt werden. Da der Ausscheidungshdhepunkt im Frahling, ebenso wie in der
Untersuchung von Stanley et al. (1998), mit der Abkalbezeit zusammenfallt, was fur die
Klhe einen Stressfaktor darstellt, kann angenommen werden, dass die detektierte
Reduktion der Campylobacter-Ausscheidung u. a. auf diesen Faktor zurickzufUhren

ist.

Auffallig ist auBerdem, betrachtet man die einzelnen Ergebnisse bezogen auf die
unterschiedliche Wirtschaftsweise der Betriebe, dass die beiden anerkannten
Biobetriebe bereits im Stall eine wesentlich niedrigere Campylobacter-Konta-
minationsrate aufweisen, die sich bis zum Ende der Almsaison sogar auf 0 % reduziert.
Wahrend der Winterperiode im Stall lieRe sich diese Beobachtung Uber eine andere
Futterungsweise erklaren, da aber im Sommer weitgehend identische Haltungs- und
Futterungsbedingungen vorliegen, ist dieser Unterschied anhand der vorhandenen
Daten nicht erklarbar. Weitere Studien, speziell ausgerichtet auf den Vergleich
zwischen konventioneller Haltung und Biobetrieb, konnten hier Aufschluss bringen.

So reichen die vorliegenden Untersuchungszahlen bei weitem nicht, um Aussagen
uber die Ursachen dieses Ruckgangs auf Bestandsebene treffen zu konnen.
Festzuhalten ist allerdings, dass alle genannten Faktoren in unterschiedlicher

Gewichtung zu dem beschriebenen Ergebnis beitragen.

Betrachtet man die mittels des Api-Campy®-Systems ermittelten Campylobacter spp.,
so ist festzustellen, dass in der Verlaufsuntersuchung zum Uberwiegenden Anteil
Campylobacter jejuni (96 %) isoliert werden konnten, lediglich in einem einzigen Fall

wurde Campylobacter coli gefunden. Diese Ergebnisse decken sich mit Daten aus der
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amerikanischen und kanadischen Literatur (Garcia et al., 1985, On et al., 1996, Wesley
et al., 2000).

5.2.2 Verlaufsuntersuchung fur Shiga Toxin-bildende Escherichia coli (STEC)

In Bezug auf die STEC-Ausscheidung im Kot zeigte sich fur die drei in die
Verlaufsuntersuchung einbezogenen Betriebe ein anderes Bild, als es bei den

thermophilen Campylobacter spp. der Fall war:

Es ist zwar in allen Bestdnden nach der Alpung ein deutlicher Riickgang der STEC-
Ausscheidung zu beobachten, allerdings steigt die Kontaminationsrate zum Ende der
Almsaison wieder an, wobei in einem Bestand (Betrieb 2) die Kontaminationsrate der

Winterperiode sogar weit uberschritten wurde:

Abbildung 19: Verlaufsuntersuchung STEC (Rinderkotproben)
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Das Absinken der STEC-Ausscheidungsrate nach der Alpung lieRe sich auf die
Futterungsumstellung zwischen Stall- und Weidehaltung zurlckflihren (Kudva et al.,
1997, Hovde et al., 1999). Der Anstieg zum Ende der Almsaison findet kein Pendant in



91

der Literatur, zumal zwischen der zweiten und der dritten Probenentnahme keinerlei
bewusste Veranderungen im Futterungsmanagement vorgenommen wurden. Bedacht
werden muss zwar, dass die dritte Probenentnahme gegen Ende der Almsaison
durchgefuhrt wurde, in einem Zeitraum, in dem der Aufwuchs bereits zurlickging. Eine
ausreichende Versorgung aller Tiere konnte aber zu dem Zeitpunkt der Proben-
entnahme noch gewahrleistet werden. Als mogliche Erklarung des in allen drei
Betrieben beobachteten Anstiegs gegen Ende der Almsaison konnte die bei STEC,
ebenso wie bei thermophilen Campylobacter spp., beschriebenen intermittierenden

Ausscheidung dienen (Zhao et al., 1995).

Ein deutlicher Unterschied zwischen den beiden unterschiedlichen Wirtschaftsformen
(konventionelle Haltung und anerkannter Biobetrieb) ist bei der Ausscheidung von
STEC, anders als bei der Ausscheidung von thermophilen Campylobacter spp. nicht zu

beobachten.

Nicht auszuschlielen ist, dass der deutliche Anstieg der STEC-Ausscheidung bei
Betrieb 2 auf eine Neuinfektion der Tiere mit STEC zurlckzuflhren ist. Eine ,Stille
Infektion® mit einem ,nichtstallspezifischen® STEC-Stamm wird in der Regel nicht
bemerkt, da sie in den meisten Fallen zu keinerlei sichtbarer Symptomatik bei den
Tieren fihrt; als Infektionsquellen kdmen die Tranke oder die Weide in Betracht (van
Donkersgoed et al., 2001). Obwohl das Wasser des Bergbaches bei beiden
Untersuchungen STEC-negativ war, kann die Tranke als Infektionsquelle nicht
ausgeschlossen werden, da es sich bei allen Untersuchungen immer um
,Momentaufnahmen® handelt. Als eine weitere mdgliche Infektionsquelle ist
kontaminiertes Weidegras denkbar; der Kontakt zu anderen, ,stallfremden® Kihen
konnte wegen einer entsprechende Umzaunung des Weidegelandes in diesem Fall
ausgeschlossen werden. Durch das Weidegelande fuhrt ein Wanderweg, so dass zum
einen die Moglichkeit in Betracht gezogen werden muss, dass STEC Uber
verschmutzte Wanderschuhe von anderen Weiden eingetragen wurde. Schuhe als
Ubertragungsquelle fiir thermophile Campylobacter spp. sind in der Literatur bereits
beschrieben (Kazwala et al., 1990). Zum anderen aber kann auch daruber spekuliert
werden, ob Hundekot der Ausloser einer Neuinfektion war. Da STEC auch bei Hunden
zu finden ist (Gallien et al., 1994, Stocker, 2002) und der Wanderweg, vor allem in den
Sommerferien stark von Hundebesitzern frequentiert wurde, sollte diese Uberlegung

nicht vollig ausgeschlossen werden. Die Vermutung, dass es sich im Falle dieses
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Betriebes um eine Neuinfektion handelt, wird dadurch gestitzt, dass der Uberwiegende
Anteil der detektierten Proben stx2 positiv war. Eine Serotypisierung konnte hier zwar
Aufschluss daruber bringen, ob alle Isolate dem gleichen Serotyp angehoéren. Fur
weiterfihrende epidemiologische Untersuchungen bietet sich beispielsweise die
Pulsfeldgelelektrophorese an (Heir et al., 2001). Eine eindeutige Aussage Uber eine
bestimmte Infektionsquelle ist allerdings auch bei Einsatz dieser Methode schwierig.

5.2.3 Auswertung der Serotypisierungsergebnisse

Insgesamt wurden 41 % (34) der STEC-Isolate aus Rinderkotproben sowie das
Brauchwasserisolat serotypisiert; so konnten in den vier landwirtschaftlichen Betrieben
11 unterschiedliche Serotypen festgestellt werden. Allerdings wurden bei Tieren, die
mehrmalig beprobt wurden, zum Uberwiegenden Teil bei jeder Probenentnahme
andere Serotypen ermittelt. Auch ein bestandsweise gehauftes Auftreten eines

Serotyps war nicht festzustellen.

Abbildung 20: Serotypisierungsergebnisse der STEC-Isolate
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Das Isolat, das bei einem Betrieb im Brauchwasser gefunden wurde, On.t.:H8, konnte

in dem zugehdrigen Bestand kein weiteres Mal gefunden werden; eine Kontamination
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des Brauchwassers durch Abwasser oder Gulle aus dem betroffenen Betrieb ist somit

eher unwahrscheinlich.

Zum Teil konnten aus den Rinderkotproben Serotypen isoliert werden, die bereits bei
menschlichen EHEC-Erkrankungen diagnostiziert wurden, z. B. 022 (Bockemuhl et al.,
1990). Ein STEC-Isolat (O103:H-) besal’ neben dem EHEC hly-Gen, das relativ haufig
vertreten war, zusatzlich noch das eae-Gen. Stamme mit einer solchen
Genausstattung (stx, eae und EHEC hly) weisen nach bisherigen Erkenntnissen die
hochste Virulenz unter den STEC/EHEC auf (Bockemuhl et al., 1998). Aber auch
Stamme mit unvollstandigem Virulenzmuster sind in der Lage, menschliche
Erkrankungen auszulésen. Das eae-Gen wurde 1997 zwar bei 95,7 % der HUS-Falle in
Deutschland festgestellt, aber nur bei 65,5 % der EHEC-bedingten Enteritisfalle
(Bockemunhl et al., 1998). Zur Zeit lasst sich noch nicht eindeutig definieren, welche
Kriterien einen STEC zum EHEC werden lassen; somit mussen alle in dieser Studie
isolierten STEC als potentielle EHEC betrachtet werden (Lehmann et al., 2003). So
liegt hier ein Gefahrdungspotential vor, das nicht unterschatzt werden sollte, auch
wenn der Prototyp des EHEC, O157:H7, in dieser Untersuchung nicht gefunden

werden konnte.

5.3 Kontamination von auf Almen produzierten Lebensmitteln mit Shiga Toxin-

bildenden E. coli und thermophilen Campylobacter species

In der vorliegenden Untersuchung konnte aus keiner der 207 Einzelgemelks- und 2
Tankmilchproben STEC isoliert werden; eine der 10 entnommenen Lebensmittel-
proben, deren Spektrum von Butter Uber Weichkase bis hin zu gereiftem Hartkase
reichte, war in der Real-Time-PCR-Untersuchung STEC-positiv. Allerdings war in
diesem Fall eine Keimisolierung mittels Kolonieblot-Hybridisierung nicht moglich. Aus
lebensmittelrechtlicher Sicht ware eine Beanstandung dieser Probe als
gesundheitsgefahrdend nach § 8 LMBG zumindest problematisch, da gemald Amtlicher
Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 35 LMBG eine Keimisolierung
vorgeschrieben ist. Generell gilt zur Zeit noch, dass die Beanstandung eines verzehrs-
fertigen Lebensmittels aufgrund eines STEC-Nachweises nur mdglich ist, wenn auch
der kulturelle Nachweis des Keimes erfolgt ist. Aus einer Brauchwasserversorgung, die

in den einzelnen Betrieben fur die Trankung der Tiere herangezogen wird, wurde
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ebenfalls in einem Fall STEC isoliert. Diese Quelle wird inzwischen nicht mehr zur

Versorgung der Tiere eingesetzt.

Eine Einzelgemelksprobe auf einer Alpe erwies sich als Campylobacter-positiv.
Allerdings war eine weitere Probe dieses Tieres bei der zweiten Untersuchung negativ.
In Lebensmitteln und Proben der Wasserversorgung konnten keine thermophile

Campylobacter spp. isoliert werden.

Zu betonen ist dabei, dass die Einzelgemelksproben bei der Status-quo-Untersuchung
im Stall nach einer kurzen Reinigung der Zitzen mit einem trockenen Tuch entnommen
wurden, bei den Untersuchungen auf den Almen vor dem Ansatz des Melkzeugs bzw.
aus den Melkeimern nach Ende des Melkens bei jeder einzelnen Kuh. Es kam keinerlei
Desinfektionsmittel zum Einsatz, wie es eigentlich nach GVP ublich ware. So sollte die
naturliche Kontaminationssituation wahrend eines normalen Melkaktes moglichst

originalgetreu nachempfunden werden.

Des Weiteren muss bei Interpretation der Ergebnisse und im Rahmen der
Risikobewertung bedacht werden, dass die Probenentnahme fur die Untersuchung auf
thermophile Campylobacter spp. direkt vom Tier in eine Anreicherungsbouillon erfolgte.
Normalerweise konnen thermophile Campylobacter spp. nach einer Studie mit
artifiziell kontaminierter Rohmilch in dieser Matrix, abhangig von der Begleitflora und
Lagerungstemperatur, zwischen 8 und 24 Stunden uberleben. Bei einer Lagerungs-
temperatur zwischen 6° C und max. 8° C, die nach Anlage 3, Nr. 5 MilchV vorge-
schrieben ist, waren nach 8 Stunden keine thermophilen Campylobacter spp.
nachweisbar, wobei auch die Maoglichkeit nicht auszuschliel3en ist, dass ein starkes
Wachstum der Begleitflora eine lIsolierung der als aufRerst empfindlich geltenden
Campylobacter spp. verhinderte (Stiller, 1998). Geht man davon aus, dass in den
meisten Betrieben am Morgen zwischen 5 Uhr und 6 Uhr gemolken wird und die
meisten Wanderer fir eine Brotzeit am spaten Vormittag oder Mittag die Almen
erreichen, ist diese experimentell ermittelte Uberlebensgrenze haufig Uberschritten.
Ahnliches gilt fur Milch im Falle der Frihstiicksbewirtung, da es sich dabei meist aus
logistischen Griinden um die Milch vom Abend zuvor handelt. Insgesamt betrachtet, ist
das Risiko einer menschlichen Infektion unter den genannten Bedingungen zwar als
gering zu erachten, kann aber nicht ausgeschlossen werden; so gelingt in der

amtlichen LebensmittelUberwachung immer wieder die Isolierung thermophiler
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Campylobacter spp. aus Vorzugsmilch und Rohmilch ab Hof. Nach einer Statistik des
RKI waren 2002 von 378 auf thermophile Campylobacter spp. untersuchten
Vorzugsmilchproben eine (0,26 %), bei 138 untersuchten Rohmilch-ab-Hof-Proben
zwei (1,45 %) positiv (Hartung, 2003); ahnliche Isolierungsraten nennt auch das LGL
Nordbayern, Erlangen, das im Zeitraum von 2000 bis 2003 in 2481 untersuchten
Rohmilchproben nur in einem einzigen Fall (0,04 %) Campylobacter jejuni

nachgewiesen hat (Weber et al., 2004).

Die in der vorliegenden Studie ermittelte Isolierungsrate von 0,48 % (eine positive
Probe von insgesamt 209 untersuchten Einzel- und Tankmilchproben) zeigt somit,
dass die Kontamination der Rohmilch unter den einfachen technischen und hygieni-
schen Bedingungen der Almen nicht hdher ausfallt als bei vergleichbaren Untersu-
chungen in Talbetrieben. In internationalen Studien liegt die Isolierungsrate flr
thermophile Campylobacter spp. aus Rohmilch zwischen 0, 4 % (McManus und Lanier,
1987) und 12,3 % (Rohrbach et al., 1992) in den USA und zwischen 0,47 % (Steele et
al., 1997) und 1,2 % (Davidson et al., 1989) in Kanada.

Die meisten Experten gehen davon aus, dass dem Nachweis thermophiler
Campylobacter spp. in Rohmilch eine nachtragliche Kontamination dieses Lebens-
mittels vor allem mit Rinderkot vorangeht, also vermeidbare oder aber auch
unvermeidbare Hygienefehler wahrend oder nach dem Melken aufgetreten sind
(Jayarao und Henning, 2001; Stanley und Jones, 2003). Uber eine mégliche intra-
mammare Kontamination von Rohmilch, vor allem in Bezug auf thermophile
Campylobacter spp., in Zusammenhang mit einer subklinischen oder auch klinischen
Mastitis liegen nur wenige Erkenntnisse vor (Lander und Gill, 1980, Orr et al., 1995,
Made et al., 2004). Sollten sich aber Berichte Uber solche Zusammenhange haufen,

ware eine erneute Beurteilung der Verzehrstauglichkeit von Rohmilch anzustreben.

Insgesamt wurden von ca. 4.500 gealpten Milchkihen in Bayern 75 Tiere bei der
ersten Untersuchung und 72 bei der zweiten Untersuchung im Sommer berucksichtigt.
Das entspricht einem Prozentsatz von 1,7 % bzw. 1,6 % der geélpten Kihe. Eine
statistische Auswertung und eine darauf basierende Risikoabschatzung fur die
Gesamtheit der Tiere und die erzeugten Lebensmittel auf den Uber 100 Almen in

Bayern ware zwar mit den vorhandenen Zahlen mdéglich, aber sicherlich nicht sinnvoll.
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Das hat vor allem zwei Grinde:

- Die Teilnahme der einzelnen Hofe an dieser Untersuchung erfolgte freiwillig.
Diese Tatsache allein fuhrt zu einer gewissen positiven Selektion von
Betrieben, die vorbildlich und verantwortungsbewusst gefiihrt werden und deren
Inhaber auch bereit sind, auftretende Probleme offensiv anzugehen und zu
beseitigen. Ein Ruckschluss von diesen Hofen auf die Gesamtheit aller
Almbetriebe ist nach eigenen Erfahrungen, die auch von den beteiligten
Veterinaramtern bestatigt wurden, nicht mdglich, und wurde voraussichtlich zu

einem zu gering angesetzten Risiko fuhren.

- Bei den Untersuchungen handelt es sich jeweils um Momentaufnahmen, die
den Status des Betriebes zum Zeitpunkt der Untersuchung widerspiegeln.
Beispielsweise in Bezug auf die Wasserversorgung, deren bakterieller Status
vor allem wetterabhangig ist, missen Aussagen zur Gesamtsituation auf den

Almen mit grof3er Vorsicht getroffen werden.

AbschlielRend lasst sich ein Fazit aus diesen Untersuchungen ziehen: Es ist bei
entsprechender hygienischer Arbeitsweise auch unter den wenig technisierten
Arbeitsbedingungen, die man auf den Almen vorfindet, und bei Einsatz von ange-
lerntem Hilfspersonal, das keine landwirtschaftliche oder Iebensmitteltechnische
Ausbildung hat, wie es bei den Sennerinnen in Berchtesgaden und Traunstein seit
jeher Ublich ist, mdglich, STEC- und Campylobacter-freie Lebensmittel, also Rohmilch,
Butter und Rohmilchkase, zu erzeugen. Ein Restrisiko fur die Kontamination der
Rohmilch oder der Rohmilchprodukte mit den genannten pathogenen Bakterien kann,
auch das beweist diese Arbeit, selbst bei korrekter und sauberer Arbeitsweise

allerdings nicht ausgeschlossen werden.

Ein weiterer Punkt sollte aber in einer Diskussion Uber die Gefahren der Rohmilch und
daraus erzeugter Lebensmittel nicht auf3er Acht gelassen werden: In der vorliegenden
Arbeit war eine Isolierung von STEC und thermophilen Campylobacter spp. aus Milch
und Lebensmitteln in jeweils einem Fall erfolgreich. Es gelang aber der Nachweis
sowohl von thermophilen Campylobacter spp. wie auch von STEC aus einer grof3eren
Anzahl von Kotproben, sowohl im Stall als auch auf der Alm. So muss man aufgrund

dieses Ergebnisses davon ausgehen, dass ein Gefahrdungspotential, vor allem fur
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Kinder, weniger im Verzehr der Lebensmittel, sondern eher im Umgang mit den Tieren
besteht, Uberwiegend dann, wenn von Seiten der Erziehungsberechtigten nicht fur
ausreichende Hygienemalnahmen, beispielsweise Handewaschen, gesorgt wird. Die
Ubertragung von thermophilen Campylobacter spp. ausschlieBlich durch Tierkontakt
wird vor allem aus den USA in Zusammenhang mit der Brandkennzeichnung und dem
intensiven Kontakt mit Kalbern beschrieben (Heryford und Seys, 2003). In vielen
anderen Fallberichten aus den USA, Kanada und Deutschland gilt der Zusammenhang
zwischen dem Verzehr von Rohmilch und einer Campylobacter- bzw. EHEC-
Erkrankung als sehr wahrscheinlich (Finch und Blake, 1985, Bockemuhl et al., 1990,
Allerberger et al. 2001). Haufig sind Schulklassen nach einem Besuch eines
Bauernhofes mit anschlieBendem Konsum von Rohmilch betroffen (CDC, 1986,
Brockmann et al., 2000). Der Erregernachweis gelingt der LebensmitteliUberwachung in
der Mehrzahl der Falle nur aus Rinderkot, nicht aber aus der Rohmilch (Weber et al.,
2004). Das kann zum einen daran liegen, dass Proben der konsumierten Rohmilch
nach zwei bis drei Tagen in den seltensten Fallen noch zur Verfligung stehen und nur
noch Vergleichsproben entnommen werden konnen. Aus Deutschland existiert lediglich
ein Fallbericht, bei dem nach einem Ausbruch einer Campylobacteriose unter
Schulkindern nach einem Bauernhofbesuch auch in der Rohmilch thermophile

Campylobacter spp. nachweisbar waren (Thurm et al., 2000).

Ahnliches wie fiir thermophile Campylobacter spp. gilt auch fir EHEC- bzw. HUS-
Erkrankungen. Nach Surveillancestudien des LGL aus den Jahren 1996 bis 2002
stellen zwar kontaminierte Lebensmittel insgesamt nach wie vor den haufigsten
bekannten Ubertragungsweg dar. Der Konsum von Rohmilch/Rohmilchprodukten
wurde hierbei bei 24 % der Erkrankungsfalle als mdgliche Infektionsquelle ermittelt,
rohes Fleisch in 14 % und der mit Gulle, Jauche oder Festmist gedingte Garten in
12 % der Falle. Kontakt mit Wiederkauern oder deren Kot wird allerdings bei 37 % der
Falle als mogliche Ursache genannt, also fast ebenso haufig wie rohe Lebensmittel

tierischen Ursprungs insgesamt (Morlock, 2002).

Somit liegt die Vermutung nahe, dass sich vor allem Kinder nicht Uber den Verzehr
von rohen Lebensmitteln, sondern Uber den Kontakt mit Tieren aufgrund eines
mangelnden Hygienebewusstseins infizieren (Orth et al., 2004). Gerade von Kalbern,
die ein beliebtes Streichelobjekt darstellen, wei® man, dass diese vor allem bei

Durchfallerkrankungen u. a. STEC in sehr hohen Konzentrationen im Kot ausscheiden.
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Naturlich darf bei dieser Diskussion nicht auRer Acht gelassen werden, dass der
Nachweis beider Erreger aus Lebensmitteln ungleich schwieriger ist als aus
Rinderkotproben, schon aufgrund dessen, dass meistens nicht mehr die Original-,
sondern nur noch Vergleichsproben zur VerflUgung stehen; ebenso ist die
Erregeranzahl und die Uberlebensfahigkeit beider Bakterien in Stuhl- und Kotproben,

ihrem natirlichen Reservoir, zumeist wesentlich hoher als in Lebensmitteln.

Um im Sinne des gesundheitlichen Verbraucherschutzes das Gefahrenpotential durch
STEC und thermophile Campylobacter spp. in rohen Lebensmitteln so gering wie
mdglich zu halten, sollte auf den Almen fir ein gutes Hygienemanagement gesorgt
sein. Die hygienische Handhabung von Rohmilch und Rohmilchkase liel3e sich Uber
eine regelmallige Untersuchung von Tankmilch- und Ké&seproben auf EHEC und
thermophile Campylobacter spp. gewahrleisten. Auch wenn es sich bei solchen
Probenentnahmen naturlich nur um ,Momentaufnahmen® handelt, Iasst sich doch eine
Aussage Uber den Hygienestatus in den einzelnen Betrieben treffen. Nach den
Vorschriffen des neuen Produkthaftungsgesetzes gilt auch far den in der
Primarproduktion tatigen Landwirt im Schadensfall die Beweispflicht. Eine regelmafige
Untersuchung der Tankmilch und evtl. der hergestellten Produkte minimiert auch fir
den Landwirt das Risiko eines Schadensfalles und damit die Gefahr umfassender
Schadensersatzleistungen. Je nachdem, welche Lebensmittel abgegeben werden,
ware eine einmalige (im Falle der Produktion von Hartkdse mit einer Reifungsdauer
von mehr als vier Wochen) oder aber eine monatliche Probenentnahme (im Falle der
Abgabe von Weichkase oder frischer Rohmilch), wie auch fur Vorzugsmilchbetriebe

nach Anlage 9, Nr. 3, MilchV im Tal vorgeschrieben, zu Uberlegen.

Da die Umsetzung einer solchen Vorschrift allerdings flr die Kontrollbehdérden mit
groRem personellem Aufwand verbunden ware, da einige Veterindramter im
Alpenraum Uber 50 Alpen bzw. Almen zu betreuen haben, ware es eine sinnvolle
Uberlegung, die Untersuchungspflicht in die Hande der Landwirte/Senner(innen) zu
legen, wie es fur den Nachweis von Listeria monocytogenes bei Rohmilchkase bereits
geschehen ist (BgVV 2000).
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Thermophile Campylobacter spp. und Enterohamorrhagische E. coli stehen in
Deutschland, gemeinsam mit Salmonella spp. und Yersinia spp., an der Spitze der
bakteriellen Enteritiserreger. Betrachtet man die Entwicklung in anderen europaischen
Landern sowie in den USA und Kanada, so kann man davon ausgehen, dass sich
dieser Trend in den nachsten Jahren fortsetzen wird.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb zum einen zu untersuchen, ob und in welchem
Ausmall auf Almen produzierte, naturbelassene Lebensmittel mit Shiga Toxin-
bildenden E. coli und thermophilen Campylobacter spp. kontaminiert sind, denn die
Almwirtschaft spielt in den bayerischen Alpen nach wie vor eine bedeutende Rolle.
Neben diesem Aspekt des gesundheitlichen Verbraucherschutzes sollten Daten
dariber gewonnen werden, auf welche Weise sich die Ausscheidung beider Bakterien
mit dem Kot durch die Alpung verandert.

Die Untersuchungen begannen im Februar 2004 und endeten mit dem Almabtrieb im
September 2004. In diesem Zeitraum fanden die Probenentnahmen einmal im Winter
wahrend der Stallsaison und zweimal wahrend des Almsommers statt. Es wurden
Proben von Rinderkot, Milch, auf den Almen produzierten Lebensmitteln, wie Butter
und unterschiedliche Kasesorten, sowie Proben der Wasserversorgung in vier ver-
schiedenen bayerischen Betrieben entnommen und mittels klassisch kulturtechnischer
und molekularbiologischer Methoden auf STEC und thermophile Campylobacter spp.
untersucht.

Eine nennenswerte Abnahme der STEC-Ausscheidung mit dem Kot war wahrend der
Almsaison nicht festzustellen. Die Nachweisrate von thermophilen Campylobacter spp.
ging allerdings deutlich zurtck. Eine der 203 gewonnenen Milchproben (0,5 %) erwies
sich als Campylobacter-positiv, in einer Quellwasserprobe und in einem halbfesten
Schnittkase jeweils eines Betriebes konnten STEC festgestellt werden, wobei eine

Keimisolierung aus der Kaseprobe allerdings nicht moglich war.
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7  SUMMARY

Detection of Shiga Toxin-producing Escherichia coli and thermophilic

Campylobacter species in cattle and natural products on alpine pasture

In Germany thermophilic Campylobacter spp. and Enterohemorrhagic Escherichia coli
(EHEC) are - apart from Salmonella spp. and Yersinia spp. - the most frequent
bacterial sources of human gastroenteritis. Analyzing the development in other
European countries as well as in the USA and Canada, one can presume that in near
future thermophilic Campylobacter spp. will be at the top of the national statistics of

food poisoning.

The objective of this study was a possible STEC or thermophilic Campylobacter spp.
contamination of natural food produced on alpine pastures, as in Bavarian Alps the
food production on alpine pastures is still of great importance. In addition to this aspect
of consumer's health protection, it was on the other hand the intention to collect
knowledge concerning a possible change of STEC and thermophilic Campylobacter

spp. excretion between winter and summer time.

The studies started in February 2004 and ended in September 2004 with driving down
the cattle from alpine pastures. In this period samples were collected: once at farms in
winter and twice on alpine pastures in summer. Samples of cattle faeces, of natural
products like milk, cheese and butter and of water supply of four different Bavarian
farms were collected and examined with classical culture-technical microbiological and

molecularbiological methods.

There was no appreciable change in the detection rate of STEC excretion between
winter and summer period, but it is possible to state that thermophilic Campylobacter
spp. excretion seems to go down clearly in summer. Thermophilic Campylobacter spp.
were detected in one of 203 milk samples (0,5 %). STEC were determined in one

sample of spring water and in one of natural cheese.
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8.1 Anhang zu ,,Material und Methoden*

8.1.1 Allgemeine Materialien

- Materialien fiir die Probenentnahme:

Rektalisierungshandschuhe clinhand® ultravet 1 x Handschuhe, 50
Stuck, REF 5.001.808 (Samco clinhand GmbH, Germany)

Falcon® 50 ml Polystyrene Conical Tubes, 30 x 115 mm style
25/Pack, Nr. 352073 (Becton Dickinson Labware, USA)

Folienstift, OHP—CD PLUS 1523 permanent (Faber-Castell, Germany)
edding 3000, permanent marker, 1,5 — 3 "/, (edding, Germany)

- Pipetten:

eppendorf Reference 10 ul (eppendorf, Germany)
eppendorf Reference 100 ul (eppendorf, Germany)
eppendorf Reference 1000 ul (eppendorf, Germany)
eppendorf Multipette®plus  (eppendorf, Germany)
Transferpipette®-8; 5 — 50 yl (Brand, Germany)
Transferpipette®-8; 0,5 — 10 yl (Brand, Germany)

- Pipettenspitzen (eppendorf, Deutschland):

ep T.1.P.S filter PCR clean, Nr. 0030 007.040, 10 pl
ep T.I.P.S filter PCR clean, Nr. 0030 077.067, 100 pl
ep T.I.P.S filter PCR clean, Nr. 0030 077.105, 1000 pl
ep T.I.P.S reloads 100 pl

ep T.I.P.S reloads 1000 pl

eppendorf Compitips plus, Nr. 0030 069.463, 10 ml
eppendorf Compitips plus, Nr. 0030 069.455, 5 ml lang
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- Mikroskop, Objekttrager und Zubehér:

Lichtmikroskop Leica DMLP (Leica, Germany)

Objekttrager 50 St. No. 10.000 00, ca. 76 x 26 x 1 mm (Superior
Marienfeld)

Deckglaser 100 St. No. 1, ca. 24 x 33 mm (Superior Marienfeld)
Paraffindl 125 ml REF 70100 (bioMéreux® sa, France)

- PCR-Zubehbr:

MicroAmp Reaction tubes N 801-0838 (Perkin Elmer Applied
Biosystems, CA)

MicroAmp Capes N 801-0535 (Perkin EImer Applied Biosystems, CA)
eppendorf safe-lock-tubes, 1,5 ml, 1000 St. Nr. 0030 121.848
(eppendorf, Germany)

eppendorf safe-lock-tubes, 2 ml, 1000 St. Nr. 0030 120.094
(eppendorf, Germany)

- Material fiir Wasserproben:

Filterpumpanlage 16612 (Sartorius Membranfilter GmbH Gottingen)
Glasflasche 5000 ml Duran (Schott, Germany)

Cellulose-Nitrate-Filter, 0,45 um, 1000 St., Nr. 13806--50----ACN
(Sartorius AG, Germany)

- Sonstiges:

Pinzetten:

HAUPTNER 86, Stainless Ill (Hauptner, Germany)

Handschuhe:

SAFESKIN SATIN PLUS powder-free latex exam gloves, Size M,
REF SP2330E (Kimberly-Clark, USA)

SAFESKIN PURPLE NITRILE powder-free purple nitrile exam
gloves, Size M, REF 52002M (Kimberly-Clark, USA)
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e Messbecher/-zylinder:
Messzylinder 100 : 1 ml, +/- 0,5 ml Duran, Nr. 98.07 (Brand Eterna,
Germany)
Messzylinder 500 : 10 ml, in 20° C (Hirschmann EM TECHCOLOR,
Germany)
Messbecher 400 ml Boro 3.3 (Germany)

8.1.2 Materialien fur Anzucht und Bearbeitung von thermophilen Campylobacter

species

- Anreicherung und Anzucht:

e modifizierte Preston-Bouillon (Angaben fir 500 ml Bouillon):
- Campylobacter Agar Base, Code CM689
- Campylobacter Selective Supplement (Preston), Code SR117
- Campylobacter Growth Supplement, Code SR84
- Lysed Horse Blood, Code SR48
(Oxoid, Great Britain)
e Blutagar-Platten, Blood Agar Base No.2, Code CM271 (Oxoid,
Great Britain)
e Skirrow-Agarplatten:
Blut-Agar-Basis No.2, Code CM271
lysiertes Pferdeblut 5 %ig, Code SR48
Campylobacter Selektiv Supplement, Code SR69 (fur 500 ml
Medium):
5 mg Vancomycin
2,5 mg Trimethoprim
1250 IU Polymyxin B
(Oxoid, Great Britain)
e Filter, Minisart® 0.65 um, Sterile-EO, Nr. 16569 (Sartorius AG,
Germany)
e Spritzen, Syringes 100 ml (Becton Dickinson Labware, USA)
e CO2-Brutschrank Hera plus, 42° C (Heraeus Instruments,

Germany)
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e Brutraum, 37° C

ELFA (Enzyme-linked fluorescence Immunoassay)- Untersuchung:

e Hettich Zentrifuge EBA 12 (Hettich, Germany)
e Mini-VIDAS® -Gerat (bioMérieux sa, France)
e VIDAS Campy Testkit REF 20100 (bioMeérieux sa, France)

PCR-Ansatz:

e PBS-Puffer (pH = 7,5):
8,5 g Natriumchlorid, BDH AnalaR®, 58.44 g/mol, Prod.
102415K, 1 kg (VWR International Ltd., Great Britain)
1,14 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat Nr. 1.06580.0500,
500 g (Merck KGaA, Germany)
0,5 g Kaliumdihydrogenphosphat Nr. 1.04873.0250, 250 g
(Merck KGaA, Germany)
Aqua dest. ad 1000 mi
e GENESpin for isolation of high-quality DNA from food, Cat. no.:
5224400605 (GeneScan Analytics GmbH, Germany)
e QIAamp DNA Stool Mini Kit® (QIAGEN GmbH, Germany)
e Ethanol 99.7 — 100 % v/v, BDH AnalaR®, Prod. 10107 (VWR
International Ltd., Great Britain)
e Schuttler Heidolph REAX top (Heidolph, Germany)
e eppendorf Thermomixer comfort (eppendorf, Germany)
e Tischzentrifuge Mikro 22R (Hettich, Germany)
e Sterilbank Hera Safe (Heraeus Instruments GmbH Germany)
e Kihlschrank Bosch economic cooler (Bosch, Germany)

e Micro 7 Tischzentrifuge (Fisher Scientific)

MasterMix:

e HotStarTaq® Master Mix Kit 1000 U, Cat. No. 203445 (QIAGEN
GmbH, Germany)
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e Primer pg3, Nr. 19-5513-2/2, und pg50, Nr. 19-5513-1/2 (MWG-
Biotech AG, Germany)

e Tischzentrifuge Costar® (neoLab®, Germany)

- PCR:

e Thermocycler Perkin Elmer Gene Amp PCR System 9600 (Perkin
Elmer Applied Biosystems, CA)

- Gel-Herstellung:

e peqGOLD Universal Agarose, 500 g, Nr. 35-1020 (peqlab,
Germany)

¢ Analysenwaage KERN 474 max. 620 g, min. 0,5 g, e = 0,1 g,
d = 0,01 g (KERN, Germany)

e Mikrowelle Micro 750 W (Whirlpool)

e Vortex Mixer 7-2020 (neoLab®, Germany)

e TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA), Stammldsung 5 x TBE
54,0 g Tris-Base
27,5 g Borsaure
3,72 g EDTA-Na;
Aqua dest. ad 1000 ml
Gebrauchslosung: 1 x TBE (1 Teil Stammldsung und 4 Teile Aqua
dest.)

e Gel-Kammer B2 12 x 14 cm (peglab Biotechnologie GmbH,
Germany)

e Kamme 20 Well, 1,5 mm, Nr. 40-1214-20D (peglab Biotechnologie
GmbH, Germany)

e Kamme 16 Well, 1,5 mm, Nr. 40-1214-16D (peglab Biotechnologie
GmbH, Germany)

e Kamme 12 Well, 1,5 mm, Nr. 40-1214-12D (peglab Biotechnologie
GmbH, Germany)
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- Elektrophorese:

e Molekulargewichtsmarker pUC 8, 0,5 mg DNA/ml (Fermentas
MBI, Germany)

e Elektrophorese-Kammer OWI Seperations System (peqglab
Biotechnologie GmbH, Germany)

e Stromquelle Consort E143 (peqlab Biotechnologie GmbH,

Germany)
- Farbung und Auswertung:

e Ethiduimbromid-Lésung, 10 mg/ml Art. 2218.1 (Roth, Germany)
e INTAS® Duo-Store (INTAS, Germany)

- Kamera

- Tastenpad

- Steuerungsteil des Duo-Systems

- Video Graphic Printer UP-890CE

- Monitor

- UV-Tisch

- Schutzgehause

- Biochemische Differenzierung:

e Dryspot® Campylobacter Test (Oxoid, Great Britain)
e Api®Campy, REF 20800 (bioMérieux sa, France)
e |dentifizierungssoftware Api V0.2 (Oxoid, Great Britain)

8.1.3 PCR fur thermophile Campylobacter species:

Fir den Thermocycler (Perkin Elmer 9600) wurde folgendes Standardprogramm

verwendet:

- Initiale Denaturierung: 95° C far 15 Minuten



107

- Zyklenphase: 40-maliges Durchlaufen des folgenden Zyklus (Denaturierung,
Anlagerung, Synthese):
42° C fur jeweils 1 Minute
72° C fur jeweils 30 Sekunden
- Abschlielender Syntheseschritt: 72° C far 5 Minuten
- Abkuhlung auf: 4°C

8.1.4 Materialien fir Anzucht und Bearbeitung von Shiga Toxin-bildenden E. coli

- Anreicherung und Anzucht:

e m-TSB-Bouillon (Angaben fur 1000 ml Bouillon):
30,0 gm-TSB
1,5 g Gallensalze Nr. 3
1,5 g Dikaliumhydrogenphosphat (K;HPO.)
Aqua dest. ad 1000 ml
Zubereitung erfolgt durch die Nahrbodenklche des LGL
e Novobiocin-Lésung (p = 20 mg/ml®) (SIGMA®-ALDRICH CHEMIE
GmbH, Germany)
e ENDO-Agarplatten (fir 1000 ml ):
10,0 g Peptone
2,5 g Dikaliumhydrogenphosphat
10,0 g Lactose
3,3 g Natriumsulfit, wasserfrei
0,3 g Pararosanilin (Fuchsin)
12,5 g Agar-Agar
Aqua dest. ad 1000 ml
Art. Nr. 1.04044.0500/5000, 5 kg (Merck KGaA, Darmstadt),
Zubereitung durch die Nahrbodenkiche des LGL
e Mueller-Hinton-Agarplatten (fir 1000 ml):
300,0 g dehydrierte Fleischextraktlosung
17,5 g Casein-Hydrolysat
1,5 g Starke
17,0 g Agar
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Aqua dest. ad 1000 mi
Code: CM337 (Oxoid, Great Britain),
Zubereitung durch die Nahrbodenklche des LGL
e Lactose-TTC-Agar mit Tergitol® 7 (fir 1000 ml):

20,0 g Lactose
10,0 g Pepton

6,0 g Hefeextrakt

5,0 g Fleischextrakt
0,05 g Bromthymolblau

0,1 g Tergitol® 7
12,7 g Agar-Agar

0,025gTTC
Aqua dest. ad 1000 ml

Art. Nr. 1.07680.0500, 500 g (Merck KGaA, Darmstadt),
Zubereitung durch die Nahrbodenkiche des LGL

PCR-Ansatz:

e |sotonische Kochsalzlésung Fresenius 250 ml (Fresenius Kabi
Deutschland GmbH)

e AmpuWa®, Wasser, DNAse-frei, 2 ml (Fresenius Kabi Deutsch-
land GmbH)

e Eppendorf Thermomixer comfort (eppendorf, Germany)

e Tischzentrifuge 5417 R (eppendorf, Germany)

MasterMix:

e HotStarTaq® DNA Polymerase, Cat. Nr. 203203 (QIAGEN GmbH,
Germany):
HotStarTaq® DNA Polymerase, 250 units
PCR Buffer 10 %, 1,2 ml
MgCl,, 25 mMol, 1,2 ml
e Primer KS7, KS8, LP43, LP44
e  GeneAmp®dNTP-Mix, Part.-No.: N808-0007 (Roche Diagnostics)
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10 mMol dATP, dCTP, dGTP, dTTP
- PCR:

e Thermocycler Perkin EImer Gene Amp PCR System 9600 (Perkin
Elmer Applied Biosystems, CA)

- Gel-Herstellung:

o TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA), Stammlosung 5 x TBE
54,0 g Tris-Base (TRIZMA®Base 1kg, T-8524, SIGMA®ALDRICH
CHEMIE GmbH, Germany)
27,5 g Borsaure
3,72 g EDTA-Na,, Art.-Nr. 8043.1, 250 g (Roth, Germany)
Aqua dest. ad 1000 mi
Gebrauchslosung: 1 x TBE (1 Teil Stammlésung und 4 Teile Aqua
dest.)
e peqGOLD Universal Agarose, 500 g, Nr. 35-1020 (peglab
Biotechnologie, Germany)
¢ Mikrowelle Micro-Chef FM B935 (Moulinex, Germany)
e Kamme 20 Well (Bio-RAD, Germany)
e Gel-Kammer (Bio-RAD, Germany)

- Elektrophorese:

e Gel-Loading-Puffer:
62,5 mg Bromphenolblau
62,5 mg Xylencyanol
62,5 mg Ficoll (Typ 400)
Aqua dest. ad 25 ml
e Molekulargewichtsmarker pUC 8, 0,5 mg DNA/m, SMO0301
(Fermentas MBI))
e Elektrophoresekammer SUB-CELL® (Bio-RAD, Germany)
e Stromquelle POWER PAC 300 (Bio-RAD, Germany)
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- Férbung und Auswertung:

Ethidiumbromid-Losung 10 mg/ml, Art. 2218.1 (Roth, Germany)
UV-Kammer mit integrierter Kamera Gel-Doc 1000 (Bio-RAD,
Germany)

Computer mit Auswertungssoftware Molecular Analyst 1.5 (Bio-
RAD, Germany)

Drucker Mitshubishi Video Copy Processor PG 6 DE (Mitshubishi,
Japan)

-  Real-Time-PCR:

Isotonische Kochsalzlosung Fresenius 250 ml (Fresenius Kabi
Deutschland GmbH)

AmpuWa®, Wasser, DNAse-frei, 2 ml (Fresenius Kabi Deutschland
GmbH)

Eppendorf Thermomixer comfort (eppendorf, Germany)

Tischzentrifuge 5417 R (eppendorf, Germany)

- MasterMix fiir die Real-Time-PCR:

Primer (Sequenzen siehe 8.1.5)

Sonden (Sequenzen siehe 8.1.5.)

LightCycler® Fast Start DNA Master Hybridization Probes, Nr.
2239272 (Roche Diagnostics Mannheim GmbH, Germany)
LightCycler® Capillares 20 l, Nr. 11909339001 (Roche
Diagnostics Mannheim GmbH, Germany)

LightCycler® Carousel Centrifuge (Roche Diagnostics Mannheim
GmbH, Germany)

- Bearbeitung und Auswertung:

LightCycler®Nr. 1403282 (Roche Diagnostics Mannheim GmbH)
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Computer, HP Vectra VL, mit Auswertungssoftware LC Software

Version 3.5 (Roche Diagnostics Mannheim GmbH)

Kolonieblot-DNA-Hybridisierung:

GS Gene Linker® UV Chamber (BIO RAD Laboratories, CA)
Schuttler, beheizt:
Inkubator 1000 und Unimax 1010 (Heidolph, Germany)
Schuttler, unbeheizt:
Promax 1020 (Heidolph, Germany)
Hybridisierungsoéfen:
Hybridisierungsofen (Heraeus Instruments)
Hybridisierungsofen (Kendro Laboratory Products)
Hybridisierungsgefalle mit Schraubverschlu® GL45 (Schott,
Germany)
Flaschen (Schott, Germany):

1000 ml Duran
10.000 ml Duran
Erlenmeyer-Kolben (Schott, Germany):
500 ml Duran
100 ml Duran
Biodyne A® - Transfermembranen, removal rating: 1,2 yl,
@ 0,082 m (BioSupport Division Pall GmbH Filtrationstechnik)
Gel-Blotting Papiere Art. 4928.1, 100 Stck., 580 x 600 mm (Roth,
Germany)
DIG Easy Hyb® 500 ml, Cat.-No.: 1603558 (Roche Diagnostics
Mannheim GmbH)
DIG Wash and Block Puffer Set, Cat.-No.: 1585762 (Roche
Diagnostics Mannheim GmbH), enthalt die Komponenten flr
Waschpuffer und Puffer 2
Anti-Digoxigenin-AP, Fab-fragments 150 U, Cat.-No.: 1093274
(Roche Diagnostics Mannheim GmBH)
NBT/BCIP ready-to-use tablets, 20 tablets, Cat.-No.: 1697471
(Roche Diagnostics Mannheim GmBH)
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DIG-markierte Sonden fur stx7 und stx2 (Herstellung nach Amtl.
Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 35 LMBG 07.18,
7.7.1.1 im Molekularbiologischen Labor des LGL)
Denaturierungslosung, 1000 ml:

20 g, ¢ = 0,5 mol/l NaOH, ca. 12 % Cl-aktiv, Best.-Nr. 055,

Biesterfeld Chemie distribution GmBH u. Co. KG, Germany)

87,66 g, ¢ = 1,5 mol/l Natriumchlorid, BDH AnalaR® Prod. 102415,

1 kg (VWR International Ltd., Great Britain)

1000 ml Aqua dest.

0,2 % Triton X100/ 0,5 NaOH, 1000 mi:

2 ml Triton X-100

20 g, ¢ = 0,5 mol/ NaOH ca. 12 % Cl-aktiv, Best.-Nr. 055,

Biesterfeld Chemie distribution GmBH u. Co. KG, Germany)

1000 ml Aqua dest.

Neutralisationslosung (pH = 7,5), 1000 ml:

121, 1 g, ¢ = 1,0 mol/l TRIS, 100 x Concentrate: 0.2 ym filtered, T-
9285, 100 ml (SIGMA®-ALDRICH CHEMIE GmbH,
Germany)

87,66 g, ¢ = 1,5 mol/l Natriumchlorid, BDH AnalaR® Prod. 102415,
58,44 g/mol, 1 kg (VWR International Ltd., Great Britain)

1000 ml Aqua dest.

Aquilibrierungslésung (pH = 7,0), 20 x SSC, 1000 ml:

175 g, ¢ = 3 mol/l Natriumchlorid, BDH AnalaR® Prod. 102415,

58.44 g/mol, 1 kg (VWR International Ltd., Great Britain)

88 g, ¢ = 0,3 mol/l TRIS, 100 x Concentrate: 0.2 um filtered, T-

9285, 100ml (SIGMA®-ALDRICH CHEMIE GmbH, Germany)

1000 ml Aqua dest.

Zur Herstellung der jeweiligen Gebrauchslésungen wird diese

Stammldésung entsprechend verdinnt.

Waschlésung 1 (2 x SSC, 1 % SDS), 1000 ml

100 ml, p =1 g/l SDS, 10 % Solution: 0.2 uym filtered, L-4522,

100 ml (SIGMA®-ALDRICH CHEMIE GmbH, Germany)

100 ml 20 x SSC-Lésung

800 ml Aqua dest.
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e Waschlésung 2 (2 x SSC, 0, 1 % SDS), 1000 ml:
10 ml, p =1 g/l SDS, 10 % Solution: 0.2 um filtered, L-4522,
100 ml (SIGMA®-ALDRICH CHEMIE GmbH, Germany)
100 ml 20 x SSC-Lésung
890 ml Aqua dest.
e Waschlésung 3 (0, 5 x SSC, 0,1 % SDS), 1000 mi:
10 ml, p =1 g/l SDS, 10 % Solution: 0.2 um filtered, L-4522,
100 ml (SIGMA®-ALDRICH CHEMIE GmbH, Germany)
25 ml 20 x SSC-Lésung
965 ml Aqua dest.
e Puffer 1 (Maleinsaurepuffer, pH = 7,5), 1000 ml:
11,6 g Maleinsaure
8,76 g Natriumchlorid, BDH AnalaR®, 58.44 g/mol, Prod.
102415K, 1 kg (VWR International Ltd., Great Britain)
900 ml Aqua dest.
pH-Wert mit 2N NaOH einstellen und danach auf 1000 ml aufftllen
e Puffer 3 (Detektionspuffer, pH =9, 5), 1000 ml:
15, 76 g TRIS, TRIZMA® Base, T-8524, 1kg (SIGMA®ALDRICH
CHEMIE GmbH, Germany)
5, 85 g Natriumchlorid, BDH AnalaR®, 58.44 g/mol, Prod.
102415K, 1 kg (VWR International Ltd., Great Britain)
900 ml Aqua dest.
pH-Wert mit 2N NaOH einstellen und danach auf 1000 ml auffillen
e TE-Puffer (pH = 8,0), 1000 ml
10 ml TRIS-EDTA-Puffer, ¢ = 1,0 mol/l TRIS, 100 x Concentrate:
0.2 um filtered, T-9285, 100ml (SIGMA®-ALDRICH CHEMIE
GmbH, Germany)
990ml Aqua dest.

- Bestétigungsreaktionen:

e api 20 E REF 20 100/20 160 (bioMérieux sa, France)
e Sorbitol-MacConkey-Agar, Art. Nr. 1.09207.0500, 500 g (Merck
KGaA, Germany), Herstellung durch die Nahrbodenkiche im LGL
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e Enterohamolysin-Agar mit Blut, Fertignahrboden Art. Nr. PB5105A

(Oxoid, Great Britain)

8.1.5 PCR und Real-Time-PCR flur Shiga Toxin-bildende E. coli

8.1.5.1 PCR

- Primer fir die PCR:

Die Primer fir den Nachweis des stx7, KS7 und KS8, und des stx2, LP 43 und LP44,

weisen folgende Sequenzen auf (Amtl. Sammlung von Untersuchungsverfahren nach

§ 35 LMBG 07.18,7.7.1.1) :

KS 7:5-ccc gga tcc atg aaa aaa aca tta tta ata gc- 3°
KS 8: 5" -ccc gaa ttc agc tat tct gag tca acg- 3°

LP 43: 5" -atc cta ttc ccg gga gtt tac g- 3°
LP 44: 5" -gcg tca tcg tat aca cag gag c- 3°

- Programm des Thermocyclers:

FUr den Thermocycler (Gene Amp PCR System 9600) wurde standardmallig folgendes

Temperatur-Zeit-Profil programmiert:

- initiale Denaturierung: 94° C

- Zyklenphase: 30-maliges Durchlaufen des folgenden Zyklus (Denaturierung,

Anlagerung, Synthese):

Denaturierung: 94° C
Anlagerung: 44° C
Synthese: 72° C

- AbschlieRender Syntheseschritt: 72° C
- Abkuhlung auf: 4°C

5 min.

1,0 min.
1,0 min.
1,5 min.
5,0 min.
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8.1.5.2 Real-Time-PCR

- Primer und Sonden fur stx7 und stx2 (Reischl at al., 2002):

Primer:

STEC-1: gA(Ag)C(Ag)A AAT AAT TTA TAT gTg
STEC-2: TgA TgA Tg(Ag) CAATTC AgT AT
Sonden:

STEC-1 HP-1: TTT Acg TTT TCg gCA AAT ACA gAg ggg AT-[FL]

STEC-1 HP-2: [Red 640]-TCg TAC AAC ACT ggA TgA TCT Cag Tgg g-Ph
STEC-Il HP-1: TCA ggC ACT gTC TgA AAC TgC TCC TgT gTA-[FL]
STEC-Il HP-2: [Red 705]-ACC ATg ACg CCg ggA gAC gTg gAC CT-[Ph]

[FL]: Fluorescein

[Red 640]: LC Red 640-N-hydroxy-succinimide-ester
[Red 705]: LC Red 705-phosphoramidite

[Ph]: 3"-phosphate

g: guanosine

- Primer und Sonden flir eae und E-hly (Reischl et al., 2002):

Primer:

eaeAF gAC CCg gCA CAAgCATAAgC
eaeAR  CCA CCT gCA gCA ACA AgA gg
hlyAF gCA TCA TCA AgC gTA CgT TCC
hlyAR AAT gAg CCA AgC Tgg TTA AgC
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Sonden:

eae-HP-1 ACA gTT CTg AAA gCg AAA TgA TgA Agg C-[FL]
eae-HP-2 [Red 640]-CCT ggT CAg CAg ATC ATT TTg CCA CT-Ph
hlyA HP-1 gCA Tgg CTC TTg ATg AAT TgC TgA gA-[FL]

hlyA HP-2 [Red 705]-CAA Cgg gAA ggA gAg gAT ATA AgT CAg-Ph

FL]: Fluorescein

[Red 640]: LC Red 640-N-hydroxy-succinimide-ester
[Red 705]: LC Red 705-phosphoramidite

[Ph]: 3 -phosphate

g: guanosine

- Programm des LightCyclers®

- Initialer Denaturierungsschritt: 95° C fir 10 Minuten

- 50 Zyklen mit je:
- Denaturierung: 95° C fur 10 Sekunden
- Anlagerung: 50° C fur 20 Sekunden
- Synthese: 72° C far 30 Sekunden
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8.2.1 Ergebnisse der Status-quo-Untersuchung im Stall

8.2.1.1 Landwirtschaftlicher Betrieb 1, Landkreis Ostallgau

Tabelle 59: Kotproben (thermophile Campylobacter spp.)

Kihe ELFA PCR Selektivh Nativpra. Api-Campy Status
11 positiv  positiv  positiv  typisch Camp. jejuni jejuni (99,3 %) Jungkuh
2/5 negativ n.u. n. u. n. u. n. u. Jungkuh
3/2 negativ negativ. n.u. n. u. n. u. Jungkuh
4/8 negativ negativ. n.u. n. u. n. u. Jungkuh
5/1 negativ n.u. n. u. n. u. n. u. Kuh
6/2 positiv negativ. n.u. n. u. n. u. Jungkuh
7/7  positiv  positiv  positiv  typisch Camp. jejuni jejuni (83,7 %) Jungkuh
8/8  positiv  positiv positiv | typisch Camp. jejuni jejuni (99,5 %) Jungkuh
9/0 positiv negativ. n. u. n. u. n. u. Jungkuh
10/5 positiv negativ. n. u. n. u. n. u. Jungkuh
11/7 positiv negativ.  n. u. n. u. n. u. Jungkuh
12/8 negativ  n. u. n. u. n. u. n. u. Jungkuh
13/0 negativ negativ. n. u. n. u. n. u. Jungkuh
14/4 negativ n.u. n. u. n. u. n. u. Jungkuh
15/5 positiv negativ.  n. u. n. u. n. u. Jungkuh
16/2 positiv  positiv  positiv | typisch Camp. jejuni jejuni (99,4 %) Kuh
17/5 positiv negativ. n. u. n. u. n. u. Kuh
18/9 negativ.  n. u. n. u. n. u. n.u Kuh
19/6 negativ negativ.  n. u. n. u. n. u Kuh
20/3 negativ  n.u. n. u. n. u. n. u Kuh
21/3 positiv negativ. n. u. n. u. n. u. Kuh
22/4 negativ  n.u. n. u. n. u. n. u. Kuh
23/5 negativ n.u. n. u. n. u. n. u Kuh
24/6 positiv negativ. n.u. n. u. n. u Kuh
25/4 positiv negativ. n. u. n. u. n.u Kuh
26/0 negativ  n. u. n. u. n. u. n.u Kuh
27/M negativ.  n.u. n. u. n. u. n.u Ziege

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay

Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow

Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop

Api-Campy: biochemische Differenzierung (die Prozentzahl in Klammern gibt die %- Identifizierung an, also die

Wahrscheinlichkeit dafiir, dass das Ergebnis zutrifft)

nicht untersucht
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Tabelle 60: Milchproben (thermophile Campylobacter spp.)

Kihe ELFA PCR  Selektivn Nativpra. Api-Campy Status
51 negativ  negativ n. u. n. u. n. u. Kuh
16/2 negativ  negativ n. u. n. u. n. u. Kuh
17/5 negativ  negativ n. u. n. u. n. u. Kuh
18/9 negativ  negativ n. u. n. u. n. u. Kuh
19/6 negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh
20/3 negativ  negativ n. u. n. u. n. u. Kuh
21/3 negativ  negativ n. u. n. u. n. u. Kuh
22/3 negativ  negativ n. u. n. u. n. u. Kuh
23/5 negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh
24/4 negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh
ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay
Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow
Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop
Api-Campy: biochemische Differenzierung
n.u.: nicht untersucht
- Wasserproben (thermophile Campylobacter spp.):
ELFA PCR Selektivn. Nativpra. API-Campy
Stall negativ negativ n. u. n. u. n. u.
Milchkamm. negativ negativ n. u. n. u. n. u.
Melkstand negativ negativ n. u. n. u. n. u.

Milchkamm.: Milchkammer

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay
Selektivn.: Selektivndhrboden nach Skirrow
Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop
Api-Campy: biochemische Differenzierung

n.u.: nicht untersucht



Tabelle 61: Kotproben (Shiga Toxin-bildende E. coli):
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Klhe PCRI/LC stx1 PCRI/LC stx2 Ergebnis Status des Tieres
11 -/- +/+ positiv Jungkuh
2/5 -/- -/- negativ Jungkuh
3/2 -/- -/- negativ Jungkuh
4/8 +/+ +/+ positiv Jungkuh
5/1 -/- -/- negativ Kuh
6/2 -/~ +/+ positiv Jungkuh
717 -/- -/- negativ Jungkuh
8/8 -/+ -/- positiv Jungkuh
9/0 -/+ -/+ positiv Jungkuh
10/5 -/- -/- negativ Jungkuh
11/7 -/- +/+ positiv Jungkuh
12/8 -/- -/- negativ Jungkuh
13/0 -/- -/- negativ Jungkuh
14/4 -/- -/- negativ Jungkuh
15/5 -/- -/- negativ Jungkuh
16/2 -/- -/- negativ Kuh
17/5 -/- -/- negativ Kuh
18/9 -/- -/- negativ Kuh
19/6 +/+ -/- positiv Kuh

20/3 +/+ +/+ positiv Kuh

21/3 -/- -/- negativ Kuh

22/4 +/+ -/- positiv Kuh

23/5 +/+ +/+ positiv Kuh

24/6 -/- -/- negativ Kuh

25/4 +/+ +/+ positiv Kuh

26/0 -/- -/- negativ Kuh

27/M -/- +/- negativ Ziege

PCRI/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler uberprift. Bei diskrepanten Ergebnissen

+: positiv

-1 negativ

wurde das Ergebnis des LC als ,Goldstandard® (fett) gesetzt
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Tabelle 62: Ergebnisse der Keimsuche

Kihe Kolonieblot LC eael/hly Api 20E Sorbitplatte  Enterohamolysinpl.

1/1 negativ n. u. n. u. n. u. n. u.
4/8 positiv -/+ E. coli (99,5 %) negativ positiv
6/2 negativ n. u. n. u. n. u. n. u.
8/8 positiv +/+ E. coli (99,5 %) negativ positiv
9/0 positiv -/+ E. coli (99,5 %) negativ positiv
11/7 positiv -/+ E. coli (99,3 %) negativ positiv
19/6 positiv -/+ E. coli (99,3 %) negativ positiv
20/3 positiv -/- E. coli (99,3 %) negativ negativ
22/4 positiv -/- E. coli (99,3 %) negativ negativ
23/5 positv -/- E. coli (99,3 %) negativ negativ
25/4 positiv -/+ E. coli (99,3 %) positiv positiv
LC eaelhly: LightCycler-Untersuchung auf das eae- und das hly-Gen
Api 20E: Bunte Reihe zur Speziesidentifizierung
Sorbitplatte: Test der Sorbitfermentationsfahigkeit
Enterohamolysinpl.: Enterohdmolysinplatte zur Feststellung der Hamolysefahigkeit
n.u.: nicht untersucht
-: negativ
+: positiv

Tabelle 63: Milchproben (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Kuhe ENDO-Agar PCR/LC Ergebnis Status des Tieres
5/1 ++ negativ negativ Kuh
16/2 + negativ negativ Kuh
17/5 negativ n. u. n. u. Kuh
18/9 ++ negativ negativ Kuh
19/6 4 K negativ negativ Kuh
20/3 + negativ negativ Kuh
21/3 5K negativ negativ Kuh
22/4 +++ negativ negativ Kuh
23/5 4 K negativ negativ Kuh
24/4 + negativ negativ Kuh

K: Kolonien (Angaben in Kolonien, wenn weniger als 10 gewachsen sind)

+ : bis zu 10 Kolonien

++: 10 — 20 Kolonien

+++: Rasenwachstum

n. u. : nicht untersucht

PCRI/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler tUberpriift.
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Tabelle 64: Wasserproben (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Lactose-TCC-Agar PCR/LC Ergebnis
Milchkammer 1K negativ negativ
Kuhstall +++ negativ negativ
Melkkammer + negativ negativ
K: Kolonien (Angaben in Kolonien, wenn weniger als 10 gewachsen sind)
+ : bis zu 10 Kolonien
+++: Rasenwachstum
n. u. : nicht untersucht
PCRI/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler tUberpriift.
Tabelle 65: humane Stuhlproben (Shiga Toxin-bildende E. coli)
Person ENDO-Agar PCRI/LC stx1 PCRI/LC stx2 Ergebnis
A +++ -/- -/~ negativ
S ++ -/- -/- negativ
X +++ -/- -/- negativ
T ++ -/- -/~ negativ
M ++ -/- -/- negativ
F +++ -/- -/- negativ
K +++ -/- -/- negativ
++: 10 — 20 Kolonien
+++: Rasenwachstum
PCR/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler tberprift.
8.2.1.2 Landwirtschaftlicher Betrieb 2, Landkreis Oberallgau
Tabelle 66: Kotproben (thermophile Campylobacter spp.)
Kihe ELFA PCR Selektivn Nativpra. Api-Campy Status
1/l positiv negativ negativ n. u. n. u. Kuh, lakt.

2/S positiv negativ positiv | typisch = Camp. jejuni jejuni (72,7 %) Kuh, lakt.
3/G positiv positiv  positiv | typisch  Camp. jejuni jejuni (99,4 %) Kuh, lakt.

4/1  positiv positiv  positiv | typisch  Camp. jejuni jejuni (95 %) Kuh, lakt.
5/Z positiv positiv  positiv | typisch  Camp. jejuni jejuni (95 %) Kuh, tr.
6/Z positiv positiv  positiv | typisch = Camp. jejuni jejuni (99,4 %) Kuh, lakt.
7/Z negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
8/F positiv positiv  positiv | typisch = Camp. jejuni jejuni (99,5 %) Kuh, lakt.
9/1 negativ n.u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
10/C negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
11/Z negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

12/F positiv positiv  positiv | typisch = Camp. jejuni jejuni (99,0 %) Kuh, lakt.
13/Z positiv positiv  positiv | typisch  Camp jejuni doylei (98,7 %) Kuh, lakt.
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- Fortsetzung: Tabelle 66: Kotproben (thermophile Campylobacter spp.)

Kihe ELFA PCR Selektivn Nativpra. Api-Campy Status

14/Z negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
15/Z negativ n. u. n. u. n. u. n. u Kuh, lakt.
16/F positiv negativ negativ  n. u. n. u. Kuh, lakt.
17/ negativ negativ. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
18/C negativ negativ. n. u. n. u. n. u Kuh, lakt.

19/G negativ negativ. n. u. n: u. n. u: Kuh, tr.
20/Z positiv positiv  positiv  typisch = Camp. jejuni jejuni (98,6 %) Kuh, lakt.
21/Z positiv  positiv  positiv | typisch = Camp. jejuni jejuni (99,0 %) Kuh, lakt.

22/B negativ negativ. n. u. n. u. n. u. Kuh, tr.
23/S positiv positiv  positiv | typisch = Camp. jejuni jejuni (99,0 %) Kuh, lakt.
24/L negativ negativ. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay

Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow

Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop

Api-Campy: biochemische Differenzierung (die Prozentzahl in Klammern gibt die %- Identifizierung an, also die
Wahrscheinlichkeit dafiir, dass das Ergebnis zutrifft)

n. u. : nicht untersucht

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

Kuh, tr.: Kuh, trockenstehend

Tabelle 67: Milchproben (thermophile Campylobacter spp.)

Kihe ELFA PCR  Selektivn Nativpra. Api-Campy Status
1/l negativ  negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
2/S negativ  negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
3/G negativ  negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
4/l negativ  negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
6/Z negativ  negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
71Z negativ  negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
8/F negativ  negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
9/ negativ  negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

10/C negativ  negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
11/12 negativ  negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
12/F negativ  negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
13/Z negativ  negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
14/Z negativ  negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
15/1Z negativ  negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
16/F negativ  negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
17/1 negativ  negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
18/C negativ  negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
20/Z negativ  negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
2117 negativ  negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
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- Fortsetzung: Tabelle 67: Milchproben (thermophile Campylobacter spp.)

Kihe ELFA PCR  Selektivn Nativpra. Api-Campy Status
23/S negativ  negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
24/L negativ  negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay
Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow
Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop
Api-Campy: biochemische Differenzierung

n. u. : nicht untersucht

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

- Tabelle 68: Kotproben (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Klihe PCRI/LC stx1 PCRI/LC stx2 Ergebnis Status
1/ -/- +/+ positiv Kuh, lakt.
2/S +/+ +/+ positiv Kuh, lakt.
3/G -/- -/- negativ Kuh, lakt.
4/ -/- -/= negativ Kuh, lakt.
5/Z -/- -/- negativ Kuh, trocken
6/Z -/- -/- negativ Kuh, lakt.
71Z -/- -/- negativ Kuh, lakt.
8/F -/~ +/+ positiv Kuh, lakt.
9/ -/- -/- negativ Kuh, lakt.
10/C -/- -/- negativ Kuh, lakt.
11/1Z +/+ -/- positiv Kuh, lakt.
12/F -/- -/- negativ Kuh, lakt.
13/Z -/- -/- negativ Kuh, lakt.
14/Z2 -/- -/- negativ Kuh, lakt.
15/17 +/+ -/- positiv Kuh, lakt.
16/F -/- -/- negativ Kuh, lakt.
1711 +/+ -/- positiv Kuh, lakt.
18/C -/- -/= negativ Kuh, lakt.
19/G -/~ -/- negativ Kuh, trocken
20/Z -/- -/- negativ Kuh, lakt.
2117 -/- +/+ positiv Kuh, lakt.
22/B -/~ -/- negativ Kuh, trocken
23/S -/- +/+ positiv Kuh, lakt.
24/L -/+ -/+ positiv Kuh, lakt.

PCRI/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler Uberprift. Bei diskrepanten Ergebnissen
wurde das Ergebnis des LC als ,Goldstandard” (fett) gesetzt

+: positiv

-2 negativ

Kuh, lakt.: Kuh laktierend

Kuh, trocken: Kuh trockenstehend
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Tabelle 69: Ergebnisse der Keimsuche

Kihe Kolonieblot LC eaelhly Api E20 Sorbitplatte = Enterohamolysinpl.
1/1 positiv -/+ E. coli (99.5 %) negativ positiv
2/S positiv -/+ E. coli (99.5 %) negativ positiv
8/F positiv -/+ E. coli (99.5 %) negativ positiv

11/Z2 negativ n. u. n. u. n. u. n. u.

15/Z positiv -/+ E. coli (99.5 %) negativ positiv

1711 positiv -/+ E. coli (99.5 %) negativ positiv

21/Z positiv -/+ E. coli (99.5 %) positiv positiv

23/S positiv -/+ E. coli (99.5 %) negativ positiv

24/L negativ n. u. n. u. n. u. n. u.

LC eaelhly: LightCycler-Untersuchung auf das eae- und das hly-Gen

Api 20E: Bunte Reihe zur Speziesidentifizierung

Sorbitplatte: Test der Sorbitfermentationsfahigkeit

Enterohamolysinpl.: Enterohamolysinplatte zur Feststellung der Hamolysefahigkeit

+: positiv

-: negativ

n.u.: nicht untersucht

Tabelle 70: Milchproben (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Kuhe ENDO-Agar PCR/LC Ergebnis Status

1/ ++ negativ negativ Kuh, lakt.
2/S +(+) negativ negativ Kuh, lakt.
3/G ++ negativ negativ Kuh, lakt.
4/1 + negativ negativ Kuh, lakt.
6/Z 3K negativ negativ Kuh, lakt.
71Z ++ negativ negativ Kuh, lakt.
8/F + negativ negativ Kuh, lakt.
9/ 4 K negativ negativ Kuh, lakt.

10/C ++ negativ negativ Kuh, lakt.

11/Z ++ negativ negativ Kuh, lakt.

12/F negativ n. u. n. u. Kuh, lakt.

13/Z + negativ negativ Kuh, lakt.

14/Z2 ++ negativ negativ Kuh, lakt.

15/Z ++ negativ negativ Kuh, lakt.

16/F negativ n. u. n. u. Kuh, lakt.

17/ negativ n. u. n. u. Kuh, lakt.

18/C 4K negativ negativ Kuh, lakt.

20/Z ++ negativ negativ Kuh, lakt.



- Fortsetzung: Tabelle 70: Milchproben (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Kuhe ENDO-Agar PCR/LC Ergebnis Status
21/Z ++ negativ negativ Kuh, lakt.
23/S 5K negativ negativ Kuh, lakt.

++ negativ negativ Tankmilch
K: Kolonien (Angaben in Kolonien, wenn weniger als 10 gewachsen sind)
+ : bis zu 10 Kolonien
++: 10 — 20 Kolonien

n. u. : nicht untersucht

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

PCRI/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler Gberprift

8.2.1.3 Landwirtschaftlicher Betrieb 3, Landkreis Oberallgau
- Tabelle 71: Kotproben (thermophile Campylobacter spp.)

Kihe ELFA PCR Selektivn Nativpra. Api-Campy Status
1/1 negativ. n.u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
2/5 negativ n.u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
3/2 negativ n.u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
4/E negativ n.u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
5/E positiv negativ. negativ n. u. n. u. Kuh, lakt.
6/G negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
7/H negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
8/H negativ n.u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
9/H negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

10/L negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

11/R negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

12/R negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

13/R negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

14/R  positiv | positiv  positiv | typisch  Camp. jejuni jejuni (99,3 %) Kuh, lakt.

15/R negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

16/R negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunossay
Selektivn.: Selektivndhrboden nach Skirrow

Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop

Api-Campy: biochemische Differenzierung (die Prozentzahl in Klammern gibt die %- Identifizierung an, also die

Wahrscheinlichkeit dafiir, dass das Ergebnis zutrifft)

n. u. : nicht untersucht
Kuh, lakt.: Kuh, laktierend



- Tabelle 72: Milchproben (thermophile Campylobacter spp.)

Kuhe
1/1
2/5
3/2
4/E
5/E
6/G
7/H
8/H
9/H
10/L
11/R
12/R
13/R
14/R
15/R
16/R

ELFA
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

PCR
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

n.

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay

Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow

S22222222222222°7
ccccccccccccececcc

Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop

Api-Campy: biochemische Differenzierung

n. u. : nicht untersucht

Kuh, lakt.: Kuh,

laktierend
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n.

SIP2PPPRPPEPPRPPPPEPP

Selektivn. Nativpra.
u.

cCccccCccCccCcccCccccccoccoccocc

- Tabelle 73: Wasserproben (thermophile Campylobacter spp.)

Quelle 1
Quelle 2
Quelle 3
Quelle 4

ELFA
negativ
negativ
negativ
negativ

PCR
negativ
negativ
negativ
negativ

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay

Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow

Selektivn.
u.

Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop

Api-Campy: biochemische Differenzierung

n. u. : nicht untersucht

n.

n.
n.
n

u.
u.
u

n
n.
n

Nativpra.
n.

clele e

S22 22P22PPPRP2PPPEPP
cEeEEEcEEcEcEEEEIcEE

Api-Campy

n. u.

n.

n.
n.
n.

Status
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Tankmilch

Api-Campy

u.

Cc cCcC
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Tabelle 74: Kotproben (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Kihe PCR/LC stx1 PCR/LC stx2 Ergebnis Status
11 -/- -/= negativ Kuh, lakt.
2/5 -/- +/+ positiv Kuh, lakt.
3/2 -/- -/- negativ Kuh, lakt.
4/E -/- -/- negativ Kuh, lakt.
5/E -/- +/+ positiv Kuh, lakt.
6/G -/- +/+ positiv Kuh, lakt.
7/H +/+ +/+ positiv Kuh, lakt.
8/H -/~ -/~ negativ Kuh, lakt.
9/H -/~ -/- negativ Kuh, lakt.
10/L -/- -/- negativ Kuh, lakt.
11/R -/- -/- negativ Kuh, lakt.
12/R -/- +/+ positiv Kuh, lakt.
13/R -/- -/- negativ Kuh, lakt.
14/R -/- -/- negativ Kuh, lakt.
15/R -/- -/- negativ Kuh, lakt.
16/R -/- -/- negativ Kuh, lakt.

PCR/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler Uberpriift. Bei diskrepanten Ergebnissen
wurde das Ergebnis des LC als ,Goldstandard® (fett) gesetzt

+: positiv

-: negativ

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

Tabelle 75: Ergebnisse der Keimsuche

Kihe Kolonieblot LC eae/hly Api 20E Sorbitplatte Enterohamolysinpl.
2/5  positiv -/+ E. coli (99,5 %) positiv positiv
5/E  positiv -/+ E. coli (99,5 %) negativ positiv
6/G  negativ n. u. n. u. n. u. n. u.
7/H  positiv -/+ E. coli (99,5 %) negativ positiv

12/R  positiv -/+ E. coli (99,5 %) positiv positiv

LC eaelhly: LightCycler-Untersuchung auf das eae- und das hly-Gen

Api 20E: ,Bunte Reihe* zur Speziesidentifizierung

Sorbitplatte: Test der Sorbitfermentationsfahigkeit

Enterohamolysinpl.: Enterohdmolysinplatte zur Feststellung der Hamolysefahigkeit

+: positiv

-: negativ

n. u. : nicht untersucht
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Tabelle 76: Milchproben (Shiga Toxin-bildende E. coli):

Kdhe ENDO-Agar PCR Ergebnis Anmerkung

11 + negativ negativ Kuh, lakt.

2/5 ++ negativ negativ Kuh, lakt.

3/2 4 K negativ negativ Kuh, lakt.

4/E ++ negativ negativ Kuh, lakt.

5/E negativ n. u. n. u. Kuh, lakt.

6/G ++ negativ negativ Kuh, lakt.

7/H + negativ negativ Kuh, lakt.

8/H ++ negativ negativ Kuh, lakt.

9/H + negativ negativ Kuh, lakt.

10/L negativ n. u. n. u. Kuh, lakt.
11/R 3K negativ negativ Kuh, lakt.
12/R + negativ negativ Kuh, lakt.
13/R negativ n. u. n. u. Kuh, lakt.
14/R negativ n. u. n. u. Kuh, lakt.
15/R ++ negativ negativ Kuh, lakt.
16/R negativ n. u. n. u. Kuh, lakt.
++ negativ negativ Tankmilch

K: Kolonien (Angaben in Kolonien, wenn weniger als 10 gewachsen sind)
+ : bis zu 10 Kolonien

++: 10 — 20 Kolonien

n. u. : nicht untersucht

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

Tabelle 77: Wasserproben (Shiga Toxin-bildende E. coli)

PCR/LC stx1 PCRI/LC stx2 Ergebnis
Quelle 1 -/- -/- negativ
Quelle 2 -/- -/- negativ
Quelle 3 -/- -/- negativ
Quelle 4 +/+ +/+ positiv

PCRI/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler uberprift. Bei diskrepanten Ergebnissen
wurde das Ergebnis des LC als ,Goldstandard® (fett) gesetzt
+: positiv

-2 negativ
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Tabelle 78: Ergebnis der Keimsuche

Kolonieblot LC eael/hly Api 20E Sorbitplatte = Enterohamolysinpl.

Quelle 4  positiv -/- E. coli (99,5 %) positiv negativ
LC eaelhly: LightCycler-Untersuchung auf das eae- und das hly-Gen
Api 20E: -Bunte Reihe* zur Speziesidentifizierung
Sorbitplatte: Test der Sorbitfermentationsfahigkeit

Enterohamolysinpl.: Enterohdmolysinplatte zur Feststellung der Hamolysefahigkeit

-2 negativ

8.2.1.4 Landwirtschaftlicher Betrieb 4, Landkreis Traunstein

Tabelle 79: Kotproben (thermophile Campylobacter spp.)

Kihe ELFA PCR Selektivn. Nativpra. Api-Campy Status
1/B negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
2/S negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
3/0 negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
4/A negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
5/B negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
6/B negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
7/[E negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
8/W negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
9/M positiv positiv  positiv  typisc Campylobacter coli (98 %) | Kuh, lakt.

10/S negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

11/L  negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

12/L  negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay

Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow

Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop

Api-Campy: biochemische Differenzierung (die Prozentzahl in Klammern gibt die %- Identifizierung an, also die
Wahrscheinlichkeit daflr, dass das Ergebnis zutrifft)

n. u. : nicht untersucht

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend
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Tabelle 80: Milchproben (thermophile Campylobacter spp.)

Klhe ELFA PCR  Selektivn Nativpra. Api-Campy Status
1/B negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
2/S negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
3/0 negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
4/A negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
5/B negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
6/B negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
7/E negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
8/W negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
9/M negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

10/S negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

11/L negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

12/L negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay

Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow

Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop

Api-Campy: biochemische Differenzierung

n. u. : nicht untersucht

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

Tabelle 81: Kotproben (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Kihe PCR/LC stx1 PCRI/LC stx2 Ergebnis Status
1/B -/~ -/- negativ Kuh, lakt.
2/S -/~ +/+ positiv Kuh, lakt.
3/0 -/~ +/+ positiv Kuh, lakt.
4/A +/+ +/+ positiv Kuh, lakt.
5/B -/~ -/~ negativ Kuh, lakt.
6/B -/~ +/+ positiv Kuh, lakt.
7/E -/- -/- negativ Kuh, lakt.
8/W +/+ +/+ positiv Kuh, lakt.
9/M +/+ +/+ positiv Kuh, lakt.
10/S +/+ +/+ positiv Kuh, lakt.
11/L -/- +/+ positiv Kuh, lakt.
12/L +/+ -/~ positiv Kuh, lakt.

PCRI/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler Uberprift. Bei diskrepanten Ergebnissen
wurde das Ergebnis des LC als ,Goldstandard” (fett) gesetzt

+: positiv

-2 negativ

Kuh, lakt. : Kuh, laktierend
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Tabelle 82: Ergebnisse der Keimsuche

Kihe Kolonieblot LC eaelhly Api 20E Sorbitplatte = Enterohamolysinpl.
2/S negativ n. u. n. u. n. u. n. u.
3/0 positiv -/+ E. coli (99,5 %) positiv positiv
4/A negativ n. u. n. u. n. u. n. u.
6/B positiv -/+ E. coli (99,5 %) positiv positiv
8/W positiv -/+ E. coli (99,5 %) positiv positiv
9/M positiv -/+ E. coli (99,5 %) positiv positiv

10/S positiv -/+ E. coli (99,5 %) positiv positiv
11/L negativ n. u. n. u. n. u. n. u.
12/L negativ n. u. n. u. n. u. n. u.
LC eaelhly: LightCycler-Untersuchung auf das eae- und das hly-Gen

Api 20E: ,Bunte Reihe* zur Speziesidentifizierung

Sorbitplatte: Test der Sorbitfermentationsfahigkeit

Enterohamolysinpl.: Enterohdmolysinplatte zur Feststellung der Hamolysefahigkeit

-: negativ

+: positiv

n. u.: nicht untersucht

Tabelle 83: Milchproben (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Kihe ENDO-Agar PCR/LC stx1 PCR/LC stx 2 Ergebnis Status
1/B negativ n. u. n. u. negativ Kuh, lakt.
2/S negativ n. u. n. u. negativ Kuh, lakt.
3/0 negativ n. u. n. u. negativ Kuh, lakt.
4/A ++ negativ negativ negativ Kuh, lakt.
5/B negativ n. u. n. u. negativ Kuh, lakt.
6/B negativ n.u n.u negativ Kuh, lakt.
7/E negativ n. u. n. u. negativ Kuh, lakt.
8/W negativ n. u. n. u. negativ Kuh, lakt.
9/M negativ n. u. n. u. negativ Kuh, lakt.
10/S negativ n. u. n. u. negativ Kuh, lakt.
11/L +++ negativ negativ negativ Kuh, lakt.
12/L ++ negativ negativ negativ Kuh, lakt.

++: 10 — 20 Kolonien

+++: Rasenwachstum

n. u. : nicht untersucht

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

PCRI/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler Gberprift
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8.2.2 Ergebnisse des ersten Untersuchungsdurchganges auf den Almen

8. 2.2.1 Landwirtschaftlicher Betrieb 1, Landkreis Ostallgau

Tabelle 84: Kotproben Alpe 1 (thermophile Campylobacter spp.)

Kihe ELFA PCR Selektivn. Nativpra. Api-Campy Status
1A/5 negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt
2A/4 negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt
3A/1 negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt
4A/5 negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt
5A/0 negativ negativ.  n. u. n. u. n. u Kuh, lakt

6A/2 positiv positiv  positiv  typisch  Camp. jejuni jejuni (99.2 %)  Kuh. lakt

7A/0 negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt
8A/6 negativ negativ. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt
9A/8 negativ negativ. negativ  negativ n. u Kuh, lakt
10A/4 negativ negativ.  n. u. n. u. n.u Kuh, lakt

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay

Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow

Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop

Api-Campy: biochemische Differenzierung (die Prozentzahl in Klammern gibt die %- Identifizierung an, also die
Wahrscheinlichkeit dafiir, dass das Ergebnis zutrifft)

n. u. : nicht untersucht

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

Tabelle 85: Milchproben Alpe 1 (thermophile Campylobacter spp.)

Kihe ELFA PCR Selektivn. Nativpra. Api-Campy Status
1A/5 negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt
2A/4 negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt
3A/1 negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt
4A/5 negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt
5A/0 negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt
6A/2 negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt
7A/0 negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt
8A/6 negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt
9A/8 negativ negativ. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt

10A/4 negativ negativ. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay
Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow
Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop
Api-Campy: biochemische Differenzierung

n. u. : nicht untersucht

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend
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Tabelle 86: Wasserprobe Alpe 1 (thermophile Campylobacter spp.)

ELFA PCR Selektivn.  Nativpra. Api-Campy
Quelle = negativ negativ n. u. n. u. n. u.

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay
Selektivn.: Selektivndhrboden nach Skirrow
Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop
Api-Campy: biochemische Differenzierung

n. u. : nicht untersucht

Tabelle 87: Kotproben Alpe 1 (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Klihe PCRI/LC stx1 PCRI/LC stx2 Ergebnis Status
1A/5 -/- -/- negativ Kuh, lakt.
2A/4 -/- -/- negativ Kuh, lakt.
3A/1 +/+ -/- positiv Kuh, lakt.
4A/5 (+)/- -/- negativ Kuh, lakt.
5A/0 -/- -/- negativ Kuh, lakt.
6A/2 (+)+ -/- positiv Kuh, lakt.
7A/0 -/- -/- negativ Kuh, lakt.
8A/6 -/- -/- negativ Kuh, lakt.
9A/8 -/- -/- negativ Kuh, lakt.
10A/4 +/+ +/+ positiv Kuh, lakt.

PCRI/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler Uberprift. Bei diskrepanten Ergebnissen
wurde das Ergebnis des LC als ,Goldstandard” (fett) gesetzt

+: positiv

-2 negativ

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

Tabelle 88: Ergebnisse der Keimsuche

Kihe Kolonieblot LC eael/hly Api E20 Sorbitplatte Enterohamolysinpl.

3A/1  negativ n. u. n. u. n. u. n. u.
6A/2 negativ n. u. n. u. n. u. n. u.

10A/4  positiv -/+ E. coli (99,5 %) positiv positiv

LC eaelhly: LightCycler-Untersuchung auf das eae- und das hly-Gen

Api 20E: .Bunte Reihe* zur Speziesidentifizierung

Sorbitplatte: Test der Sorbitfermentationsfahigkeit

Enterohdmolysinpl.: Enterohdmolysinplatte zur Feststellung der Hamolysefahigkeit

-1 negativ

+: positiv

n. u.: nicht untersucht
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Tabelle 89: Milchproben Alpe 1 (Shiga Toxin-bildende E. coll)

Kihe ENDO-Agar PCR/LC Ergebnis Status
1A/5 negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
2A/4 negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
3A/M1 negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
4A/5 negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
5A/0 negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
6A/2 negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
7A/0 ++ -/-u. /- negativ Kuh, lakt.
8A/6 negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
9A/8 ++ -/[-u. -/- negativ Kuh, lakt.
10A/4 ++ -/=u. -/- negativ Kuh, lakt.

PCR/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler tberprift.

++: 10 — 20 Kolonien

n. u. : nicht untersucht

-: negativ

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

Tabelle 90: Wasserproben Alpe 1 (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Laktose-TTC -Agar PCR/LC Ergebnis
Quelle 3K -/- u. -/~ negativ

PCRI/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler tberpriift.

K: Kolonien (Angaben in Kolonien, wenn weniger als 10 gewachsen sind)

n. u. : nicht untersucht

-: negativ

Tabelle 91: Kotproben Alpe 2 (thermophile Campylobacter spp.)

Kihe ELFA PCR  Selektivn Nativpra Api-Campy Status
11A/K positiv = positiv positiv typisch Camp. jejuni jejuni (99,2 %) Kuh, lakt
12A/2 negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt
13A/4 negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt
14A/7  negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt
15A/4 positiv | positiv positiv typisch  Camp. jejuni jejuni (99,2 %) Kuh, lakt
16A/1 positiv  negativ positiv typisch  Camp. jejuni jejuni (99,2 %) Kuh, lakt
17A/0  negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay

Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow

Nativpra: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop

Api-Campy: biochemische Differenzierung (die Prozentzahl in Klammern gibt die %- Identifizierung an)

n. u. : nicht untersucht
Kuh, lakt.: Kuh, laktierend
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Tabelle 92: Milchproben Alpe 2 (thermophile Campylobacter spp.)

Kuhe

11A/K
12A/2
13A/4
14A/7
15A/4
16A/1
17A/0

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay
Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow
Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop

ELFA
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

PCR  Selektivn. Nativpra.

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

n.

Api-Campy: biochemische Differenzierung

n. u. : nicht untersucht
Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

222222
cccccc

u.

n.

535333533
cecEeeccc

Api-Campy

n.

S22222
ceeiceec

u.

Status
Kuh, lakt
Kuh, lakt
Kuh, lakt
Kuh, lakt
Kuh, lakt
Kuh, lakt
Kuh, lakt

Tabelle 93: Lebensmittel und Wasser Alpe 2 (thermophile Campylobacter spp.)

ELFA PCR Selektivn. = Nativpra. Api-Campy

Butter negativ negativ n. u. n. u. n. u.
Quelle negativ negativ n. u. n. u. n. u.

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunossay

Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow

Nativpra: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop

Api-Campy: biochemische Differenzierung

n. u. : nicht untersucht

Tabelle 94: Kotproben Alpe 2 (Shiga Toxin-bildende E. coli)
Kihe PCR/LC stx1 PCR/LC stx2 Ergebnis Status
11A/K -/- -/+ positiv Kuh, lakt.
12A/2 -/~ -/+ positiv Kuh, lakt.
13A/4 -/- -/- negativ Kuh, lakt.
14A/7 -/~ -/~ negativ Kuh, lakt.
15A/4 -+ -1+ positiv Kuh, lakt.
16A/1 (+)/+ (+)/+ positiv Kuh, lakt.
17A/0 -/~ -/~ negativ Kuh, lakt.

PCRI/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler uberprift. Bei diskrepanten Ergebnissen

+: positiv

-: negativ

wurde das Ergebnis des LC als ,Goldstandard” (fett) gesetzt

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend
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Tabelle 95: Ergebnisse der Keimsuche

Kihe Kolonieblot LC eaelhly Api E20 Sorbitplatte = Enterohamolysinpl.

11A/K  positiv -/- E. coli (99,5 %) positiv negativ
15A/4  negativ n. u. n. u. n. u. n. u.
16A/1 positiv -/- E. coli (99,5 %) positiv negativ

LC eaelhly: LightCycler-Untersuchung auf das eae- und das hly-Gen

Api 20E: ~Bunte Reihe* zur Speziesidentifizierung

Sorbitplatte: Test der Sorbitfermentationsfahigkeit

Enterohamolysinpl.: Enterohdmolysinplatte zur Feststellung der Hamolysefahigkeit
-1 negaitv

n. u.: nicht untersucht

Tabelle 96: Milchproben Alpe 2 (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Kihe ENDO-Agar PCR/LC Ergebnis Status

11A/K negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
12A/2 negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
13A/4 negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
14A/7 negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
15A/4 ++ negativ negativ Kuh, lakt.
16A/1 negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
17A/0 negativ n. u. negativ Kuh, lakt.

++: 10 — 20 Kolonien

n. u. : nicht untersucht

PCRI/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler Gberprift
-: negativ

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

Tabelle 97: Lebensmittel und Wasser Alpe 2 (Shiga Toxin-bildende E. coli)

ENDO-/Laktose-TTC-Agar PCR/LC Ergebnis
Butter ++ negativ negativ
Quelle 5K negativ negativ

K: Kolonien (Angaben in Kolonien, wenn weniger als 10 gewachsen sind)

++: 10 — 20 Kolonien

+++: Rasenwachstum

n. u. : nicht untersucht

PCRI/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler tUberpriift.
-2 negativ
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8.2.2.2 Landwirtschaftlicher Betrieb 2, Landkreis Oberallgau

Tabelle 98: Kotproben (thermophile Campylobacter spp.)

Kihe ELFA PCR Selektivn. Nativpra. Api-Campy Status
1/  negativ. n.u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
2/S negativ n.u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
3/G negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
4/1  positiv positiv  positiv  typisch  Camp. jejuni jejuni (99,0 %)  Kuh, lakt.
5/Z negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
6/Z negativ. n.u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
7/Z negativ n.u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
8/F negativ n.u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
9/ negativ n.u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

10/C negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

11/Z negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

12/F negativ n.u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

13/Z positiv positiv  positiv | typisch  Camp. jejuni jejuni (95,6 %) Kuh, lakt.

14/Z negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

15/Z negativ. n.u n. u. n. u. n.u Kuh, lakt.

16/F negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

17/  negativ n.u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

18/C negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

19/G negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

20/Z positiv  positiv  positiv | typisch  Camp. jejuni jejuni (95,6 %) Kuh, lakt.

21/Z negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

22/B negativ. n. u. n. u n. u. n. u. Kuh, lakt.

23/S - n. u. n.u n. u. n. u. Kuh, lakt.

24/L  negativ. n.u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

25/G positiv positiv  positiv  typisch  Camp. jejuni jejuni (98,9 %) Kuh, lakt.

26/K negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

27/K negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

28/C positiv negativ. negativ  negativ n. u. Kuh, lakt.

29/F positiv positiv  positiv | typisch  Camp. jejuni jejuni (98,5 %) Kuh, lakt.

30/M negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay

Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow

Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop

Api-Campy: biochemische Differenzierung (die Prozentzahl in Klammern gibt die %- Identifizierung an, also die

Wahrscheinlichkeit dafiir, dass das Ergebnis zutrifft)

n. u. : nicht untersucht
Kuh, lakt.: Kuh, laktierend
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Tabelle 99: Milchproben (thermophile Campylobacter spp.)

Kihe ELFA PCR Selektivn. Nativpra. Api-Campy Status
1/l negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
2/S negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
3/G negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
4/l negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
5/Z negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
6/Z negativ negativ. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
7/1Z n.u. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
8/F negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
9/1 negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

10/C negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

11/Z negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

12/F negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

13/Z negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

14/Z negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

15/Z negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

16/F negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

17/l negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

18/C negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

19/G negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

20/Z n.u. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

21/Z negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

22/B  n.u. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

23/S negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

24/L negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

25/G negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

26/K negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

27/K negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

28/C negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

29/F n.u. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
30/M  positiv positiv  positiv | typisch = Camp. jejuni jejuni (72,5 %) Kuh, lakt.

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay

Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow

Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop

Api-Campy: biochemische Differenzierung (die Prozentzahl in Klammern gibt die %- Identifizierung an, also die
Wahrscheinlichkeit dafiir, dass das Ergebnis zutrifft)

n. u. : nicht untersucht

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend
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Tabelle 100: Lebensmittel- und Wasserprobe (thermophile Campylobacter spp.)

ELFA  PCR  Selektivnahr. Nativpra. Api-Campy
Bergkase negativ negativ. n. u. n. u. n. u.
Bergbach negativ negativ n. u. n. u. n. u.

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay
Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow
Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop
Api-Campy: biochemische Differenzierung

n. u. : nicht untersucht

Tabelle 101: Kotproben (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Kihe PCR/LC stx1 PCRI/LC stx2 Ergebnis Status
1/1 -/- -/= negativ Kuh, lakt.
2/S -/- -/- negativ Kuh, lakt.
3/G -/- -/+ positiv Kuh, lakt.
4/1 -/- -/~ negativ Kuh, lakt.
5/Z -/- -/- negativ Kuh, lakt.
6/Z -/- -/- negativ Kuh, lakt.
717 -/- -/- negativ Kuh, lakt.
8/F -/~ -/- negativ Kuh, lakt.
9/ -/- -/- negativ Kuh, lakt.
10/C -/- +/+ positiv Kuh, lakt.
11/Z +/+ -/- positiv Kuh, lakt.
12/F -/- -/- negativ Kuh, lakt.
13/Z -/- -/+ positiv Kuh, lakt.
14/2 -/- -/- negativ Kuh, lakt.
15/Z -/- -/- negativ Kuh, lakt.
16/F -/- -/~ negativ Kuh, lakt.
17/1 -/- +/+ positiv Kuh, lakt.
18/C -/- -/- negativ Kuh, lakt.
19/G -/- -/= negativ Kuh, lakt.
20/Z -/- -/= negativ Kuh, lakt.
21/Z -/- -/- negativ Kuh, lakt.
22/B -/- -/- negativ Kuh, lakt.
23/S n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
24/L -/- -/- negativ Kuh, lakt.
25/G -/- -/- negativ Kuh, lakt.
26/K -/- -/- negativ Kuh, lakt.
27/K -/- -/- negativ Kuh, lakt.

28/C -/- -/+ positiv Kuh, lakt.
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- Fortsetzung Tabelle 101: Kotproben (Shiga Toxin-bildende E. coli):

Kihe PCRI/LC stx1 PCR/LC stx2 Ergebnis Status
29/F -/- -/~ negativ Kuh, lakt.
30/M -/- (+)/+ positiv Kuh, lakt.

PCR/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler Uberpriift. Bei diskrepanten Ergebnissen
wurde das Ergebnis des LC als ,Goldstandard” (fett) gesetzt

+: positiv

-2 negativ

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

Tabelle 102: Ergebnisse der Keimsuche

Kihe Kolonieblot LC eael/hly Api E20 Sorbitplatte Enteroh@molysinpl.
3/G positiv -/+ E. coli (99,3 %) negativ positiv

10/C positiv -/+ E. coli (99,3 %) negativ positiv

11/Z  negativ n. u. n. u. n. u. n. u.

13/Z negativ n. u. n. u. n. u. n. u.

17/ negativ n. u. n. u. n. u. n. u.

28/C positiv -/+ E. coli (99,3 %) negativ positiv

30/M  negativ n. u. n. u. n. u. n. u.

LC eaelhly: LightCycler-Untersuchung auf daseae- und das hly-Gen

Api 20E: ~Bunte Reihe* zur Speziesidentifizierung

Sorbitplatte und Enterohamolysinpl.: Tests der Sorbitfermentationsfahigkeit und der Hamolysefahigkeit
n. u.: nicht untersucht

-: negativ

+: positiv

Tabelle 103: Milchproben (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Kihe ENDO-Agar PCR/LC Ergebnis Status
1/ ++, rot negativ negativ Kuh, lakt.
2/S +, rot negativ negativ Kuh, lakt.
3/G +++, hell negativ negativ Kuh, lakt.
4/1 negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
5/Z negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
6/Z ++, helln. u. negativ negativ Kuh, lakt.
717 n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
8/F +, rot negativ negativ Kuh, lakt.
9/ negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
10/C negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
11/Z2 negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
12/F negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
13/Z negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
14/Z negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
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- Fortsetzung: Tabelle 103: Milchproben (Shiga Toxin-bildende E. coli):

Kdhe ENDO-Agar PCR/LC Ergebnis Status
15/Z + negativ negativ Kuh, lakt.
16/F ++ negativ negativ Kuh, lakt.
17/ + negativ negativ Kuh, lakt.
18/C ++ negativ negativ Kuh, lakt.
19/G negativ negativ negativ Kuh, lakt.
20/Z n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
21/Z negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
22/B n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
23/S ++ negativ negativ Kuh, lakt.
24/L negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
25/G negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
26/K negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
27/K negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
28/C ++ negativ negativ Kuh, lakt.
29/F n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
30/M ++ negativ negativ Kuh, lakt.

+ : bis zu 10 Kolonien

++: 10 — 20 Kolonien

PCRI/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler tUberpriift.
Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

Tabelle 104: Lebensmittel- und Wasserprobe (Shiga Toxin-bildende E. coli)

ENDO-/Laktose-TTC-Agar PCR/LC Ergebnis
Alpkase ++ negativ negativ
Bergbach ++ negativ negativ

++: 10 — 20 Kolonien
n. u. : nicht untersucht
PCR/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler tberprift.
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8.2.2.3 Landwirtschaftlicher Betrieb 3, Landkreis Oberallgau

Tabelle 105: Kotproben (thermophile Campylobacter spp.)

Kuh ELFA PCR Selektivn. Nativpra. Api-Campy Status
1/H negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. laktierend
2/D negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. laktierend
3/L  n.u. n. u. n. u. n. u. n. u. laktierend
4/E negativ n. u. n. u. n. u. n. u. laktierend
5/E positiv negativ negativ  n. u. n. u. laktierend
6/G negativ n.u. n. u. n. u. n. u. laktierend
7/H negativ. n.u. n. u. n. u. n. u. laktierend
8/H negativ. n.u. n. u. n. u. n. u. laktierend
9/H positiv positiv  positiv  typisch  Camp. jejuni jejuni (99,3 %) laktierend
10/L  negativ n.u. n. u. n. u. n. u. laktierend
11/R  n.u. n.u. n. u. n. u. n. u. laktierend
12/R negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. laktierend
13/R negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. laktierend
14/R negativ n. u. n. u. n. u. n. u. laktierend
15/R negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. laktierend
16/R negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. laktierend
17/B negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. laktierend
18/G negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. laktierend
19/H negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. laktierend
20/H negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. laktierend
21/R  n.u.  n.u. n. u. n. u. n. u. laktierend
22/H negativ n. u. n. u. n. u. n. u. laktierend

ELFA: enzyme-linked fluorescence immuno-assay

Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow

Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop

Api-Campy: biochemische Differenzierung (die Prozentzahl in Klammern gibt die %- Identifizierung an, also die
Wahrscheinlichkeit dafiir, dass das Ergebnis zutrifft)

Nn. u. : nicht untersucht
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Tabelle 106: Milchproben (thermophile Campylobacter spp.)

Kuh ELFA PCR Selektivn. Nativpra. Api-Campy Status
1/H negativ negativ. n. u. n. u. n. u. laktierend
2/D negativ negativ. n. u. n. u. n. u. laktierend
3/L  negativ negativ. n. u. n. u. n. u. laktierend
4/E negativ negativ. n. u. n. u. n. u. laktierend
5/E negativ negativ. n. u. n. u. n. u. laktierend
6/G negativ negativ. n. u. n. u. n. u. laktierend
7/H negativ negativ. n. u. n. u. n. u. laktierend
8/H negativ negativ. n. u. n. u. n. u. laktierend
9/H negativ negativ. n. u. n. u. n. u. laktierend
10/L  negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. laktierend
11/R negativ negativ  n. u. n. u. n. u. laktierend
12/R negativ negativ  n. u. n. u. n. u. laktierend
13/R negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. laktierend
14/R negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. laktierend
15/R negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. laktierend
16/R negativ negativ  n. u. n. u. n. u. laktierend
17/B negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. laktierend
18/G negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. laktierend
19/H negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. laktierend
20/H negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. laktierend
21/R negativ negativ. n. u. n. u. n. u. laktierend
22/H negativ negativ. n. u. n. u. n. u. laktierend
ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay
Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow
Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop
Api-Campy: biochemische Differenzierung
n. u. : nicht untersucht
Tabelle 107: Lebensmittel (thermophile Campylobacter spp.)
ELFA PCR Selektivn. Nativpra. Api-Campy
Alpkase 1 negativ negativ  n. u. n. u. n. u.
Alpkase 2 negativ negativ n. u. n. u. n. u.

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay
Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow
Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop
Api-Campy: biochemische Differenzierung

n. u. : nicht untersucht
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Tabelle 108: Wasserprobe (thermophile Campylobacter spp.)

ELFA PCR Selektivn. Nativpra. Api-Campy
Wasserv. 1 negativ negativ n. u. n. u. n. u.
Brunnen 1 negativ negativ n. u. n. u. n. u
Brunnen 2 negativ negativ n. u. n. u. n. u
Quelle 1 negativ negativ n. u. n. u. n.u
Quelle 2 negativ negativ n. u. n. u. n.u
Quelle 3 negativ negativ n. u. n. u. n.u
Quelle 4 negativ negativ n. u. n. u. n. u
Wasserv. 2 negativ negativ n. u. n. u. n. u
Wasserv.: Wasserversorgung
ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay
Selektivn.: Selektivndhrboden nach Skirrow
Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop
Api-Campy: biochemische Differenzierung
n. u. : nicht untersucht
Tabelle 109: Kotproben (Shiga Toxin-bildende E. coli)
Klhe PCR/LC stx1 PCRI/LC stx2 Ergebnis Status
1/H -/- -/~ negativ Kuh, lakt.
2/D -/- -/~ negativ Kuh, lakt.
3/L n. u. n. u. n. u. Kuh, trocken
4/E +/+ -/~ positiv Kuh, lakt.
5/E -/- -/- negativ Kuh, lakt.
6/G +/+ -/+ positiv Kuh, lakt.
7/H -/- -/- negativ Kuh, lakt.
8/H -/- -/- negativ Kuh, lakt.
9/H -/- -/- negativ Kuh, lakt.
10/L -/- +/- negativ Kuh, lakt.
11/R n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
12/R -/- -/- negativ Kuh, lakt.
13/R -/- -/~ negativ Kuh, lakt.
14/R -/- -/- negativ Kuh, lakt.
15/R -/- -/- negativ Kuh, lakt.
16/R -/- -/~ negativ Kuh, lakt.
17/B -/~ -/+ positiv Kuh, lakt.
18/G -/- -/+ positiv Kuh, lakt.
19/H -/- -/- negativ Kuh, lakt.
20/H -/- -/~ negativ Kuh, lakt.
21/R n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
22/H -/- -/~ negativ Kuh, lakt.

PCR/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler (,Goldstandard®, fett) gesetzt
+: positiv; -: negativ

n. u.: nicht untersucht

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend
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Tabelle 110: Ergebnisse der Keimsuche

Kihe Kolonieblot LC eaelhly Api E20 Sorbitplatte Enterohamolysinpl.
4/E negativ n. u. n. u. n. u. n. u.
6/G positiv -/+ E. coli (99,3 %) positiv positiv

17/B  negativ n. u. n. u. n. u. n. u.

18/G positiv -/+ E. coli (99,3 %) positiv positiv

LC eaelhly: LightCycler-Untersuchung auf daseae- und das hly-Gen

Api 20E: .Bunte Reihe“ zur Speziesidentifizierung

Sorbitplatte und Enterohdmolysinpl.: Tests der Sorbitfermentationsfahigkeit und der Hamolysefahigkeit
n. u.: nicht untersucht

+: positiv

-2 negativ

Tabelle 111: Milchproben (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Kahe ENDO-Agar PCR/LC Ergebnis Status
1/H negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
2/D negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
3/L negativ n. u. positiv Kuh, lakt.
4/E ++ negativ negativ Kuh, lakt.
5/E + negativ negativ Kuh, lakt.
6/G +++ negativ negativ Kuh, lakt.
7/H negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
8/H negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
9/H negativ n. u. negativ Kuh, lakt.

10/L negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
11/R + negativ negativ Kuh, lakt.
12/R +++ negativ negativ Kuh, lakt.
13/R negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
14/R negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
15/R negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
16/R ++ negativ negativ Kuh, lakt.
17/B + negativ negativ Kuh, lakt.
18/G ++ negativ negativ Kuh, lakt.
19/H + negativ negativ Kuh, lakt.
20/H negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
21/R +++ negativ negativ Kuh, lakt.
22/H negativ n. u. negativ Kuh, lakt.

+ : bis zu 10 Kolonien

++: 10 — 20 Kolonien

+++: Rasenwachstum

n. u. : nicht untersucht

PCR/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler Uberprdf.
Kuh, lakt.: Kuh, laktierend
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ENDO-Agar PCR/LC Ergebnis

Alpkase 1 ++ negativ negativ

Alpkase 2 + negativ negativ

+ : bis zu 10 Kolonien

++: 10 — 20 Kolonien

PCR/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler tUberpriift

Tabelle 113: Wasserproben (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Laktose-TTC-Agar PCR/LC Ergebnis

Wasserv. 1 2K negativ negativ
Brunnen 1 4 K negativ negativ
Brunnen 2 4 K negativ negativ
Quelle 1 ++ negativ negativ
Quelle 2 +++ negativ negativ
Quelle 3 + negativ negativ
Quelle 4 ++ negativ negativ
Wasserv. 2 5K negativ negativ

Wasserv.: Wasserversorgung

K: Kolonien (Angaben in Kolonien, wenn weniger als 10 gewachsen sind)

+ : bis zu 10 Kolonien

++: 10 — 20 Kolonien

+++: Rasenwachstum

PCR/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler tUberpriift

8.2.2.4 Landwirtschaftlicher Betrieb 4, Landkreis Traunstein

Tabelle 114: Kotproben (thermophile Campylobacter spp.)

Kihe ELFA PCR Selektivn Nativpra. Api-Campy Status
1/B negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
2/S negativ n.u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
3/0 negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
4/A negativ n.u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
5/B negativ. n.u. n. u. n. u. n. u. Kuh, trock.
6/B positiv negativ. negativ negativ n. u. Kuh, lakt.
7/[E negativ n.u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
8/W positiv negativ negativ  negativ n. u. Kuh, lakt.
9/M positiv negativ negativ negativ n. u. Kuh, lakt.

10/S positiv negativ negativ negativ n. u. Kuh, lakt.
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- Fortsetzung: Tabelle 114: Kotproben (thermophile Campylobacter spp.)

Kihe ELFA PCR Selektivn Nativpra.
11/L negativ n. u. n. u. n. u.
12/L negativ. n.u. n. u. n. u.

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay
Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow
Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop
Api-Campy: biochemische Differenzierung

n. u. : nicht untersucht

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

Kuh, trock.: Kuh trockenstehend

Tabelle 115: Milchproben (thermophile Campylobacter spp.)

Kihe ELFA PCR Selektivn. Nativpra.
1/B negativ negativ. n. u. n. u.

2/S negativ negativ. n.u. n. u.
3/0 negativ negativ.  n. u. n. u.
4/A negativ negativ. n. u. n. u.
5B n.u. n. u. n. u. n. u.
6/B negativ negativ.  n. u. n. u.
7/[E negativ negativ. n. u. n. u.
8/W negativ negativ.  n. u. n. u.
9/M negativ negativ.  n. u. n. u.
10/S negativ negativ.  n. u. n. u.
11/L  negativ negativ. n. u. n. u.
12/L  negativ negativ. n. u. n. u.

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay
Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow
Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop
Api-Campy: biochemische Differenzierung

n. u. : nicht untersucht

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

Kuh, trock.: Kuh, trockenstehend
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Kuh, lakt.

Status
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
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Kuh, trock.
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Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
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Tabelle 116: Lebensmittel- und Wasserproben (thermophile Campylobacter spp.)

ELFA PCR Selektivn. Nativpra. Api-Campy
Weichkase negativ negativ n. u. n. u. n. u.
Almkase negativ negativ n. u. n. u. n. u.
Brunnen negativ negativ n. u. n. u. n. u.

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay
PCR: selektiv fir Campylobacter jejuni und Campylobacter coli

Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow
Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop
Api-Campy: biochemische Differenzierung

n. u. : nicht untersucht

Tabelle 117: Kotproben (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Kihe PCRI/LC stx1 PCR/LC stx2 Ergebnis Status
1/B -/- -/- negativ Kuh, lakt.
2/S -/- -/- negativ Kuh, lakt.
3/0 -/= -/= negativ Kuh, lakt.
4/A -/- -/- negativ Kuh, lakt.
5/B -/- -/- negativ Kuh, trocken
6/B -/- -/- negativ Kuh, lakt.
7/E -/+ -/- positiv Kuh, lakt.
8/W -/- -[+ positiv Kuh, lakt.
9/M -/- -/- negativ Kuh, lakt.

10/S -/- -/- negativ Kuh, lakt.

11/L -/+ -+ positiv Kuh, lakt.

12/L -/- -+ positiv Kuh, lakt.

PCRI/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler uberprift. Bei diskrepanten Ergebnissen

+: positiv

-1 negativ

wurde das Ergebnis des LC als ,Goldstandard® (fett) gesetzt

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

Kuh, trocken: Kuh, trockenstehend
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Tabelle 118: Ergebnisse der Keimsuche

Kihe Kolonieblot LC eael/hly Api E20 Sorbitplatte Enterohamolysinpl.
7/E negativ n. u. n. u. n. u. n. u.
8/W  positiv -/+ E. coli (99,3 %) positiv positiv

11/L negativ n. u. n. u. n. u. n. u.

12/L positiv -/+ E. coli (99,3 %) positiv positiv

LC eaelhly: LightCycler-Untersuchung auf daseae- und das hly-Gen

Api 20E: -Bunte Reihe“ zur Speziesidentifizierung

Sorbitplatte und Enterohamolysinpl.: Tests der Sorbitfermentationsfahigkeit und der Hamolysefahigkeit
n. u.: nicht untersucht

+: positiv, -: negativ

Tabelle 119: Milchproben (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Kihe Anzucht PCRI/LC stx1 PCR/LC stx 2 Ergebnis Status
1/B neg. n. u. n. u. negativ Kuh, lakt.
2/S neg. n. u. n. u. negativ Kuh, lakt.
3/0 neg. n. u. n. u. negativ Kuh, lakt.
4/A ++ negativ negativ negativ Kuh, lakt.
5/B n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, trocken
6/B neg. n. u. n. u. negativ Kuh, lakt.
7/E neg. n. u. n. u. negativ Kuh, lakt.
8/W neg. n. u. n. u. negativ Kuh, lakt.
9/M neg. n. u. n. u. negativ Kuh, lakt.

10/S neg. n. u. n. u. negativ Kuh, lakt.

11/L +++ negativ negativ negativ Kuh, lakt.

12/L ++ negativ negativ negativ Kuh, lakt.

++: 10 — 20 Kolonien

+++: Rasenwachstum

n. u. : nicht untersucht

PCRI/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler Gberprift
Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

Kuh, trocken: Kuh, trockenstehend

Tabelle 120: Lebensmittel- und Wasserproben (Shiga Toxin-bildende E. coli)

ENDO-/Laktose-TTC-Agar PCR/LC Ergebnis
Weichkase +++ negativ negativ
Almkase +++ negativ negativ
Brunnen 5K negativ negativ

K: Kolonien (Angaben in Kolonien, wenn weniger als 10 gewachsen sind)
+++: Rasenwachstum
PCRI/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler Gberpruft
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8.2.3 Ergebnisse des zweiten Untersuchungsdurchganges im Sommer

8.2.3.1 Landwirtschaftlicher Betrieb 1, Landkreis Ostallgau

Tabelle 121: Kotproben Alpe 1 (thermophile Campylobacter spp.)

Kihe ELFA PCR @ Selektivn. Nativpra. Api-Campy Status
1A/5 n. u. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, trock.
2A/4 n. u. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, trock.
3A/1 negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
4A/5 n. u. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, trock.
5A/0 n.u. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, trock.
6A/2 n.u. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, trock.
7A/0 negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
8A/6 negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
9A/8 negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

10A/4 negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

18A/7 negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay

Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow

Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop

Api-Campy: biochemische Differenzierung

n. u. : nicht untersucht

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend; Kuh, trock.: Kuh, trockenstehend

Tabelle 122: Milchproben Alpe 1 (thermophile Campylobacter spp.)

Kihe ELFA PCR Selektivn. Nativpra. Api-Campy Status
1A/5 n.u. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, trock.
2A/4  n. u. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, trock.
3A/1 negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt
4A/5 n. u. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, trock.
5A/0 n.u. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, trock.
6A/2 n.u. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, trock.
7A/0 negativ negativ. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
8A/6 negativ negativ. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
9A/8 negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

10A/4 negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

18A/7 negativ negativ. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay
Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow

Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop
Api-Campy: biochemische Differenzierung

n. u. : nicht untersucht

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend; Kuh, trock.: Kuh, trockenstehend
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Tabelle 123: Wasserprobe Alpe 1 (thermophile Campylobacter spp.)

ELFA PCR Selektivn.  Nativpra. Api-Campy
Quelle = negativ negativ n. u. n. u. n. u.

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay
Selektivn.: Selektivndhrboden nach Skirrow
Nativprap.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop
Api-Campy: biochemische Differenzierung

n. u. : nicht untersucht

Tabelle 124: Kotproben Alpe 1 (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Klihe PCR/LC stx1 PCRI/LC stx2 Ergebnis Status
1A/5 n. u. n. u. n. u. Kuh, trock.
2A/4 n. u. n. u. n. u. Kuh, trock.
3A/1 -/- -/- negativ Kuh, lakt.
4A/5 n. u. n. u. n. u. Kuh, trock.
5A/0 n. u. n. u. n. u. Kuh, trock.
6A/2 n. u. n. u. n. u. Kuh, trock.
7A/0 -/= -/- negativ Kuh, lakt.
8A/6 -/= -/- negativ Kuh, lakt.
9A/8 -/- -/- negativ Kuh, lakt.

10A/4 -/- -/- negativ Kuh, lakt.

18A/7 +/+ -/- positiv Kuh, lakt.

PCRI/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler Uberprift. Bei diskrepanten Ergebnissen
wurde das Ergebnis des LC als ,Goldstandard® (fett) gesetzt

+: positiv

-: negativ

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

Kuh, trock.: Kuh, trockenstehend

Tabelle 125: Ergebnisse der Keimsuche

Kihe Kolonieblot LC eaelhly Api E20 Sorbitplatte Enterohamolysinpl.
18A/7  positiv -/+ E. coli (99, 3%) positiv positiv

LC eaelhly: LightCycler-Untersuchung auf daseae- und das hly-Gen

Api 20E: .Bunte Reihe” zur Speziesidentifizierung

Sorbitplatte und Enterohdmolysinpl.: Tests der Sorbitfermentationsfahigkeit und der Hamolysefahigkeit
+: positiv

-1 negativ
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Tabelle 126: Milchproben Alpe 1 (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Kdhe ENDO-Agar PCR/LC Ergebnis
1A/5 n. u. n. u. n. u.
2A/4 n. u. n.u n. u.
3A/M1 negativ n. u. negativ
4A/5 n. u. n. u. n. u.
5A/0 n. u. n. u. n. u.
6A/2 n. u. n. u. n. u.
7A/0 ++ negativ negativ
8A/6 ++ negativ negativ
9A/8 negativ n. u. n. u.
10A/4 ++ negativ negativ
18A/7 negativ n. u. n. u.

++: 10 — 20 Kolonien

+++: Rasenwachstum

n. u. : nicht untersucht

PCR/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler Uberpriift
Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

Kuh, trock.: Kuh, trockenstehend

Tabelle 127: Wasserproben Alpe 1 (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Laktose-TTC -Agar PCR/LC
Quelle 4K negativ

K: Kolonien (Angaben in Kolonien, wenn weniger als 10 gewachsen sind)
PCRI/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler Gberprift

Status
Kuh, trock.
Kuh, trock.
Kuh, lakt.
Kuh, trock.
Kuh, trock.
Kuh, trock.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, trock.

Ergebnis
negativ
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Tabelle 128: Kotproben Alpe 2 (thermophile Campylobacter spp.)

Kihe ELFA PCR Selektivn. Nativpra. Api-Campy Status
11A/K  negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt
12A/2  n.u. n. u. n. u. n. u. n.u Kuh, trock.
13A/4 n. u. n. u. n. u. n. u. n. u Kuh, trock.
14A/7 negativ negativ n. u. n. u. n.u Kuh, lakt
15A/4 negativ negativ n. u. n. u. n.u Kuh, lakt
16A/1  negativ negativ n. u. n. u. n. u Kuh, lakt
17A/0 n. u. n. u. n. u. n. u. n. u Kuh, trock.
19A/4 negativ negativ n. u. n. u. n.u Kuh, lakt.
20A/5 negativ negativ n. u. n. u. n. u Kuh, lakt.
ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay
Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow
Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop
Api-Campy: biochemische Differenzierung
n. u. : nicht untersucht
Kuh, lakt.: Kuh, laktierend
Kuh, trock.: Kuh, trockenstehend
Tabelle 129: Milchproben Alpe 2 (thermophile Campylobacter spp.)

Kihe ELFA PCR  Selektivn. Nativpra. Api-Campy Status
11A/K negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
12A/2 n. u. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, trock.
13A/4 n. u. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, trock.
14A/7 negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
15A/4 negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
16A/1  negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
17A/0 n. u. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, trock.
19A/4 negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
20A/5 negativ negativ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay
Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow

Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop

Api-Campy: biochemische Differenzierung

n. u. : nicht untersucht

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend; Kuh, trock.: Kuh, trockenstehend
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Tabelle 130: Wasserprobe Alpe 2 (thermophile Campylobacter spp.)

ELFA PCR Selektivn.  Nativpra. Api-Campy
Quelle negativ negativ n. u. n. u. n. u.

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay
Selektivn.: Selektivndhrboden nach Skirrow
Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop
Api-Campy: biochemische Differenzierung

n. u. : nicht untersucht

Tabelle 131: Kotproben Alpe 2 (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Klhe PCRI/LC stx1 PCRI/LC stx2 Ergebnis Status
11A/K -/- -/- negativ Kuh, lakt.
12A/2 n. u. n. u. n. u. Kuh, trock.
13A/4 n. u. n. u. n. u. Kuh, trock.
14A/7 -/- -/- negativ Kuh, lakt.
15A/4 -/- -/- negativ Kuh, lakt.
16A/1 -/= -/+ positiv Kuh, lakt.
17A/0 n. u. n. u. n. u. Kuh, trock.
19A/4 -/- -/= negativ Kuh, lakt.
20A/5 -/~ -/+ positiv Kuh, lakt.

PCR/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler Uberpriift. Bei diskrepanten Ergebnissen
wurde das Ergebnis des LC als ,Goldstandard® (fett) gesetzt

+: positiv

-: negativ

n. u.: nicht untersucht

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

Kuh, trock.: Kuh, trockenstehend

Tabelle 132: Ergebnisse der Keimsuche

Kuhe Kolonieblot LC eaelhly Api E20 Sorbitplatte = Enterohamolysinpl.

16A/1  negativ n. u. n. u. n. u. n. u.
20A/5  negativ n. u. n. u. n. u. n. u.
LC eaelhly: LightCycler-Untersuchung auf daseae- und das hly-Gen
Api 20E: .Bunte Reihe* zur Speziesidentifizierung

Sorbitplatte und Enterohdmolysinpl.: Tests der Sorbitfermentationsfahigkeit und der Hamolysefahigkeit

n. u.: nicht untersucht
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Tabelle 133: Milchproben Alpe 2 (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Kdhe ENDO-Agar PCR/LC Ergebnis
11A/K negativ n. u. negativ
12A/2 n. u. n. u. n. u.

13A/4 n. u. n. u. n. u.

14A/7 negativ n. u. negativ
15A/4 ++ negativ negativ
16A/1 negativ n. u. negativ
17A/0 n. u. n. u. n. u.

19A/4 ++ negativ negativ
20A/5 + negativ negativ

+ : bis zu 10 Kolonien

++: 10 — 20 Kolonien

n. u. : nicht untersucht

PCRI/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler Gberpruft
Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

Kuh, trock.: Kuh, trockenstehend

Tabelle 134: Wasserprobe Alpe 2 (Shiga Toxin-bildende E. coli)

PCR/LC
negativ

Laktose-TTC-Agar
Quelle 5K

K: Kolonien (Angaben in Kolonien, wenn weniger als 10 gewachsen sind)
PCR/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler tUberpriift

Status
Kuh, lakt.
Kuh, trock.
Kuh, trock.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, trock.
Kuh, lakt.
Kuh. lakt.

Ergebnis
negativ
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8.2.3.2 Landwirtschaftlicher Betrieb 2, Landkreis Oberallgau

Tabelle 135: Kotproben (thermophile Campylobacter spp.)

Kihe ELFA PCR Selektivn. Nativpra. Api-Campy Status
1/ n. u. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
2/S negativ negativ. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
3/G negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
4/l negativ negativ.  n.u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
5/Z positiv positiv  positiv | typisch = Camp. jejuni jejuni (98.5%) Kuh, lakt.
6/Z negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
7/Z  positiv negativ. negativ  negativ n. u. Kuh, lakt.
8/F negativ negativ. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
9/ n. u. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

10/C negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

11/Z positiv positiv  positiv | typisch  Camp. jejuni jejuni (98.7%) Kuh, lakt.

12/F negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

13/Z negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

14/Z negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

15/Z positiv negativ. negativ = negativ n. u. Kuh, lakt.

16/F negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

17/  negativ. n.u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

18/C negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

19/G negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

20/Z negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

21/Z negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

22/B negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

23/S negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, trock.

24/L negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

25/G | n.u. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

26/K negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

27/K  positiv positiv  positiv  typisch  Camp. jejuni jejuni (99.5%) Kuh, lakt.

28/C negativ negativ.  n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

29/F positiv positiv  positiv  typisch  Camp. jejuni jejuni (98.5%) Kuh, lakt.

30/M negativ negativ. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay
PCR: selektiv fir Campylobacter jejuni und Campylobacter coli

Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow

Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop

Api-Campy: biochemische Differenzierung (die Prozentzahl in Klammern gibt die %- Identifizierung an, also die

Wahrscheinlichkeit daflir, dass das Ergebnis zutrifft)
n. u. : nicht untersucht
Kuh, lakt.: Kuh, laktierend
Kuh, trock.: Kuh, trockenstehend



Tabelle 136: Milchproben (thermophile Campylobacter spp.)
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Kihe ELFA PCR Selektivn. Natlvpra

1/
2/S
3/G
4/1
5/Z
6/Z
7/Z
8/F
9/l
10/C
11/Z2
12/F
13/Z
14/Z2
15/Z2
16/F
1711
18/C
19/G
20/Z
21/Z
22/B
23/S
24/L
25/G
26/K
27/K
28/C
29/F
30/M

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
n. u.

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
n. u.

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

n.

53 3333333333333 33333333333333 3
ccEcccccccccccccccccccccccccecc

u.

n.

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay

PCR: selektiv fir Campylobacter jejuni und Campylobacter coli

Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow

33033 33033 0003330033303 03330353335 S

Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop

Api-Campy: biochemische Differenzierung

u. : nicht untersucht
Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

Kuh, trock.: Kuh, trockenstehend

CEcccgccccEccccgcccgccccegccccgccccec

Api-Campy
u.

322222 22P2P22PRPRPR22PRPPRPPRPRPPRPPRPRPPP
cCEcEEIcEIcEIcEcIcEEIECICIEIEICEEIEEIEEIEISIEEIEC

Status
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, trock.
Kuhlakt
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
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Tabelle 137: Lebensmittel (thermophile Campylobacter spp.)

ELFA PCR Selektivn. Nativpra. Api-Campy

Alpkase negativ negativ n. u. n. u. n. u.
Bergbach negativ negativ n. u. n. u. n. u.

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay

PCR: selektiv fiir Campylobacter jejuni und Campylobacter coli

Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow

Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop

Api-Campy: biochemische Differenzierung

n. u. : nicht untersucht

Tabelle 138: Kotproben (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Kihe PCR/LC stx1 PCRI/LC stx2 Ergebnis Status
1/ n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
2/S -/~ -/~ negativ Kuh, lakt.
3/G -/- -/~ negativ Kuh, lakt.
4/ -/- +/+ positiv Kuh, lakt.
517 -/= -/= negativ Kuh, lakt.
6/Z (+)/- -/- negativ Kuh, lakt.
71Z -/- -/- negativ Kuh, lakt.
8/F -/- (+)/+ positiv Kuh, lakt.
9/l n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

10/C -/- +/+ positiv Kuh, lakt.
11/1Z -/- +/+ positiv Kuh, lakt.
12/F -/- +/+ positiv Kuh, lakt.
13/Z -/- +/+ positiv Kuh, lakt.
14/Z -/= +/+ positiv Kuh, lakt.
15/Z -/~ +/+ positiv Kuh, lakt.
16/F +/+ +/+ positiv Kuh, lakt.
17/ -/- +/+ positiv Kuh, lakt.
18/C -/- +/+ positiv Kuh, lakt.
19/G -/- +/+ positiv Kuh, lakt.
20/Z -/- -/- negativ Kuh, lakt.
2117 -/- -/- negativ Kuh, lakt.
22/B -/- -/- negativ Kuh, lakt.
23/S -/- +/+ positiv Kuh, trock.
24/L -/~ -/~ negativ Kuh, lakt.
25/G n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
26/K -/- -/- negativ Kuh, lakt.
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- Fortsetzung: Tabelle 139: Kotproben (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Kihe PCR/LC stx1 PCR/LC stx2 Ergebnis Status

27/K -/- -/- negativ Kuh, lakt.
28/C -/~ +/+ positiv Kuh, lakt.
29/F -/- -/- negativ Kuh, lakt.
30/M -/- -/- negativ Kuh, lakt.

PCRI/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler Uberprift. Bei diskrepanten Ergebnissen
wurde das Ergebnis des LC als ,Goldstandard” (fett) gesetzt

+: positiv

-2 negativ

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

Kuh, trock.: Kuh, trockenstehend

- Tabelle 140: Ergebnisse der Keimsuche

Kihe Kolonieblot LC eaelhly Api E20 Sorbitplatte Enterohamolysinpl.
4/| positiv -/- E. coli (99,5 %) positiv negativ
8/F positiv -/- E. coli (99,5 %) positiv negativ

10/C positiv -/- E. coli (99,5 %) positiv negativ

11/Z negativ n. u. n. u. n. u. n. u.

12/F positiv -/- E. coli (99,5 %) positiv negativ

13/Z positiv -/- E. coli (99,5 %) positiv negativ

14/Z negativ n. u. n. u. n. u. n. u.

15/Z negativ n. u. n. u. n. u. n. u.

16/F negativ n. u. n. u. n. u. n. u.

1711 positiv -/- E. coli (99,5 %) positiv negativ

18/C negativ n. u. n. u. n. u. n. u.

19/G positiv -/- E. coli (99,5 %) positiv negativ

23/S negativ n. u. n. u. n. u. n. u.

28/C positiv -/- E. coli (99,5 %) positiv negativ

LC eaelhly: LightCycler-Untersuchung auf daseae- und das hly-Gen

Api 20E: .Bunte Reihe” zur Speziesidentifizierung

Sorbitplatte und Enterohdmolysinpl.: Tests der Sorbitfermentationsfahigkeit und der Hamolysefahigkeit
n. u. : nicht untersucht

-: negativ



Tabelle 141: Milchproben (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Kihe ENDO-AGAR
1/ ++, hell
2/S +, hell
3/G +++, rot
4/1 negativ
5/Z negativ
6/Z ++, rot
71Z negativ
8/F +, rot
9/ negativ

10/C negativ

11/Z2 negativ

12/F negativ

13/Z negativ

14/Z negativ

15/Z +++, hell

16/F +, rot

1711 negativ

18/C negativ

19/G negativ

20/Z ++, hell

21/Z negativ

22/B negativ

23/S n. u.

24/L ++, rot

25/G negativ

26/K negativ

27/K negativ

28/C ++, hell

29/F +++, hell

30/M ++, rot

K: Kolonien (Angaben in Kolonien, wenn weniger als 10 gewachsen sind)

+ : bis zu 10 Kolonien
++: 10 — 20 Kolonien

+++: Rasenwachstum
n. u. : nicht untersucht
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PCR/LC
negativ
negativ
negativ
n. u.
n. u.
negativ
n. u.
negativ
n. u.
n. u
n. u.
n. u.
n. u.
n. u.
negativ
negativ
n. u.
n. u.
n. u.
negativ
n. u.
n. u.
n. u.
negativ
n. u.
n. u.
n. u.
negativ
negativ
negativ

Ergebnis
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

n. u.
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

PCR/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler tberprift.
Kuh, lakt.: Kuh, laktierend
Kuh, trock.: Kuh, trockenstehend

Status
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.

Kuh, trocken
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
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Tabelle 142: Lebensmittel (Shiga Toxin-bildende E. coli)

ENDO-/Laktose-TTC-Agar PCR/LC Ergebnis

Alpkase ++, rot -/-u. -/- negativ

Bergbach + -/-u. -/- negativ

+ : bis zu 10 Kolonien

++: 10 — 20 Kolonien

PCR/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler tUberpriift

-: negativ
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Tabelle 143: Kotproben (thermophile Campylobacter spp.)

Kihe ELFA PCR Selektivn. Nativpra. Api-Campy Status
1/H negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
2/D negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
3/L  negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
4/E negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
5/E negativ negativ. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
6/G negativ negativ. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
7/H negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
8/H negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.
9/H negativ negativ. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

10/L negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

11/R negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

12/R negativ negativ. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

13/R negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

14/R negativ n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

15/R negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

16/R negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

17/B negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

18/G negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

19/H negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

20/H negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

21/R negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

22/H negativ. n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, lakt.

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay
PCR: selektiv fur Campylobacter jejuni und Campylobacter coli

Selektivn.: Selektivndhrboden nach Skirrow
Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop
Api-Campy: biochemische Differenzierung

n. u. : nicht untersucht

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend
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Tabelle 144: Milchproben (thermophile Campylobacter spp.)

Kihe ELFA PCR Selektivn.
u.

1/H
2/D
3/L
4/E
5/E
6/G
7/H
8/H
9/H
10/L
11/R
12/R
13/R
14/R
15/R
16/R
17/B
18/G
19/H
20/H
21/R
22/H

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

n.

S2P2P2P2P2PR2RP2RPR2RPE2RPR2RP
ceeccEccc e cccccIEEIEIE Il

Nativpra.

n.

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay

PCR: selektiv fir Campylobacter jejuni und Campylobacter coli

Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow

SPPPPPPRPPPRPRPPPRRPPRPAP

Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop

Api-Campy: biochemische Differenzierung

n. u. : nicht untersucht
Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

ceEeEeEeEeEcEcEEEEEEEEEIEEE

Api-Campy
n.

SP22P2PP2RP2PR2RPRRPRRPRPRPRPPP
ceEeEecEEcccEEEEEIEEEIEEIE

u.

Status
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
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Tabelle 145: Lebensmittel- und Wasserproben (thermophile Campylobacter spp.)

ELFA PCR Selektivn. Nativpra. Api-Campy
Alpkaése 1 negativ negativ u. n.
Alpkase 2 negativ negativ
Wasserv.1 negativ negativ
Wasserv.2 negativ negativ

Quelle 1 negativ negativ

S22 2|22

ClE|c e |E
cle|c e e

2122|727

Quelle 2 negativ negativ

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay

PCR: selektiv fur Campylobacter jejuni und Campylobacter coli

Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow

Nativprap.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop

Api-Campy: biochemische Differenzierung (die Prozentzahl in Klammern gibt die %- Identifizierung an, also die
Wahrscheinlichkeit daflr, dass das Ergebnis zutrifft)

n. u. : nicht untersucht

Tabelle 146: Kotproben (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Kihe PCR/LC stx1 PCR/LC stx2 Ergebnis Status
1/H -/- -/- negativ Kuh, lakt.
2/D -/~ -/~ negativ Kuh, lakt.
3/L -/~ -/~ negativ Kuh, lakt.
4/E -/- -/- negativ Kuh, lakt.
5/E -/- -/- negativ Kuh, lakt.
6/G +/+ -[+ positiv Kuh, lakt.
7/H -/- -/= negativ Kuh, lakt.
8/H -/+ -/+ positiv Kuh, lakt.
9/H -/- -/- negativ Kuh, lakt.
10/L -/+ -/- positiv Kuh, lakt.
11/R -/- -/- negativ Kuh, lakt.
12/R -/- -/- negativ Kuh, lakt.
13/R -/- -/+ positiv Kuh, lakt.
14/R -/- -/- negativ Kuh, lakt.
15/R -/+ -/- positiv Kuh, lakt.
16/R -/- -/= negativ Kuh, lakt.
17/B -/- -/- negativ Kuh, lakt.
18/G -/- -/- negativ Kuh, lakt.

19/H -/- -/- negativ Kuh, lakt.
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- Fortsetzung: Tabelle 146: Kotproben (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Kihe PCR/LC stx1 PCR/LC stx2 Ergebnis Status

20/H -/- -/- negativ Kuh, lakt.
21/R -/+ -/- positiv Kuh, lakt.
22/H -/- -/- negativ Kuh, lakt.

PCRI/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler Uberprift. Bei diskrepanten Ergebnissen
wurde das Ergebnis des LC als ,Goldstandard® (fett) gesetzt

+: positiv

-: negativ

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

Tabelle 147: Ergebnisse der Keimsuche

Kihe Kolonieblot LC eaelhly Api E20 Sorbitplatte Enterohamolysinpl.
6/G positiv -/+ E. coli (99,5 %) positiv positiv
8/H positiv -/+ E. coli (99,5 %) positiv positiv

10/L negativ n. u. n. u. n. u. n. u.

13/R negativ n. u. n. u. n. u. n. u.

15/R negativ n. u. n. u. n. u. n. u.

21/R negativ n. u n. u n. u n. u

LC eaelhly: LightCycler-Untersuchung auf daseae- und das hly-Gen

Api 20E: .Bunte Reihe” zur Speziesidentifizierung

Sorbitplatte und Enterohamolysinpl.: Tests der Sorbitfermentationsfahigkeit und der Hamolysefahigkeit

Tabelle 148: Milchproben (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Kuhe ENDO-Agar PCR/LC Ergebnis Status
1/H ++, rot negativ negativ Kuh, lakt.
2/D +, rot negativ negativ Kuh, lakt.
3/L +++, hell negativ negativ Kuh, lakt.
4/E negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
5/E negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
6/G negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
7/H +, hell negativ negativ Kuh, lakt.
8/H +++, rot negativ negativ Kuh, lakt.
9/H negativ n. u. negativ Kuh, lakt.

10/L negativ n.u negativ Kuh, lakt.

11/R negativ n. u negativ Kuh, lakt.

12/R negativ n. u negativ Kuh, lakt.

13/R negativ n. u negativ Kuh, lakt.

14/R negativ n. u. negativ Kuh, lakt.

15/R negativ n. u negativ Kuh, lakt.

16/R ++, hell negativ negativ Kuh, lakt
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- Fortsetzung: Tabelle 148: Milchproben (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Kuhe ENDO-Agar PCR/LC Ergebnis Status

17/B +++, rot negativ negativ Kuh, lakt.
18/G ++, rot negativ negativ Kuh, lakt.
19/H +, hell negativ negativ Kuh, lakt.
20/H negativ n. u. negativ Kuh, lakt.
21/R +++, rot negativ negativ Kuh, lakt.
22/H negativ n. u. negativ Kuh, lakt.

+ : bis zu 10 Kolonien

++: 10 — 20 Kolonien

+++: Rasenwachstum

n. u. : nicht untersucht

PCR/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler tUberpriift
Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

Tabelle 149: Lebensmittel- und Wasserproben (Shiga Toxin-bildende E. coli)

ENDO-/Laktose-TTC-Agar PCR/LC Ergebnis
Alpkase 1 +++, rot -/-u. -/- negativ
Alpkase 2 ++, rot -/-u. /- negativ
Wasserv. 1 + -/-u. -/- negativ
Wasserv. 2 5K -/-u. -/- negativ
Quelle 1 3K -/-u. -/- negativ
Quelle 2 + -/-u. /- negativ

Wasserv.: Wasserversorgung

K: Kolonien (Angaben in Kolonien, wenn weniger als 10 gewachsen sind)

+ : bis zu 10 Kolonien

++: 10 — 20 Kolonien

+++: Rasenwachstum

n. u. : nicht untersucht

PCR/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler tUberpriift

-2 negativ
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Tabelle 150: Kotproben (thermophile Campylobacter spp.)

Kihe ELFA PCR Selektivn. Nativpra.
n. u.
negativ
n. u.
n. u.
n. u.
negativ
negativ
n.

1/B
2/S
3/0
4/A
5/B
6/B
7/E
8/W
9/M
10/S
11/L
12/L

negativ
positiv
negativ
negativ
n. u.

positiv
positiv
negativ
negativ
negativ
n. u.

n. u.

n. u. n. u.
negativ untypisch
n. u. n. u.

n. u. n. u.

n. u. n. u.
negativ untypisch

negativ untypisch

n. u.

n. u.
n. u.
n.u
n.u

n.

u.
n. u.
n. u.
n.u
n. u

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay

u.
n. u.
n. u.
n.u
n. u

PCR: selektiv fur Campylobacter jejuni und Campylobacter coli

Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow

Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop

S22222222 25
CElEEIEIEIEIEIEEE

Api-Campy

n. u.

Status
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, trock.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, trock.
Kuh, trock.

Api-Campy: biochemische Differenzierung (die Prozentzahl in Klammern gibt die %- Identifizierung an, also die

Wahrscheinlichkeit dafiir, dass das Ergebnis zutrifft)

n. u. : nicht untersucht

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend
Kuh, trock.: Kuh, trockenstehend
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Tabelle 151: Milchproben (thermophile Campylobacter spp.)

Kihe ELFA PCR Selektivn. Nativpra. Api-Campy
1/B negativ negativ. n. u. n. u. n. u.
2/S negativ negativ. n. u. n. u. n. u.
3/0 negativ negativ.  n. u. n. u. n. u.
4/A negativ negativ. n. u. n. u. n. u.
5B n.u. n. u. n. u. n. u. n. u.
6/B negativ negativ. n. u. n. u. n. u.
7/E negativ negativ. n. u. n. u. n. u.
8/W negativ negativ. n. u. n. u. n. u.
9/M negativ negativ. n. u. n. u. n. u.

10/S negativ negativ.  n. u. n. u. n. u.

11/L  n.u. n. u. n. u. n. u. n. u.

12/L  n.u. n. u. n. u. n. u. n. u.

ELFA: enzyme-linked fluorescence immunoassay

PCR: selektiv fur Campylobacter jejuni und Campylobacter coli
Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow

Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop
Api-Campy: biochemische Differenzierung

n. u. : nicht untersucht

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

Kuh, trock.: Kuh, trockenstehend

Tabelle 152: Lebensmittel (thermophile Campylobacter spp.)

ELFA PCR Selektivn. Nativpra.
Almkase  negativ negativ n. u. n. u.
Brunnen  negativ negativ n. u. n. u.

ELFA: enzyme linked fluorescence immunossay

PCR: selektiv fur Campylobacter jejuni und Campylobacter coli
Selektivn.: Selektivnahrboden nach Skirrow

Nativpra.: Nativpraparat im Phasenkontrastmikroskop
Api-Campy: biochemische Differenzierung

n. u. : nicht untersucht

Status
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, trock
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, lakt.
Kuh, trock.
Kuh, trock.

Api-Campy

n. u.
n. u.
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- Tabelle 153: Kotproben (Shiga Toxin-bildende E. colli)

Kihe PCR/LC stx1 PCR/LC stx2 Ergebnis Status
1/B -/= -/= negativ Kuh, lakt.
2/S -/- +/+ positiv Kuh, lakt.
3/0 -/- -/- negativ Kuh, lakt.
4/A -/~ +/+ positiv Kuh, lakt.
5/B n. u. n. u. n. u. Kuh, trocken
6/B +/+ +/+ positiv Kuh, lakt.
7/E -/- -/= negativ Kuh, lakt.
8/W -/- -/- negativ Kuh, lakt.
9/M -/~ -/= negativ Kuh, lakt.
10/S +/+ -/- positiv Kuh, lakt.
11/L n. u. n. u. n. u. Kuh, trocken
12/L n. u. n. u. n. u. Kuh, trocken

PCRI/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler Uberprift. Bei diskrepanten Ergebnissen
wurde das Ergebnis des LC als ,Goldstandard” (fett) gesetzt

+: positiv

-: negativ

Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

Kuh, trocken: Kuh, trockenstehend

Tabelle 154: Ergebnisse der Keimsuche:

Kihe Kolonieblot LC eaelhly Api E20 Sorbitplatte Enterohamolysinpl.
2/S positiv -/+ E. coli (99,5 %) positiv positiv
4/A  negativ n. u. n. u. n. u. n. u.
6/B positiv -/+ E. coli (99,5 %) positiv positiv
10/S positiv -/- E. coli (99,5 %) positiv positiv
LC eaelhly: LightCycler-Untersuchung auf daseae- und das hly-Gen
Api 20E: .Bunte Reihe® zur Speziesidentifizierung
Sorbitplatte und Enterohamolysinpl.: Tests der Sorbitfermentationsfahigkeit und der Hamolysefahigkeit
+: positiv
-1 negativ

n. u. : nicht untersucht
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Tabelle 155: Milchproben (Shiga Toxin-bildende E. coli)

Kihe Anzucht PCRJ/LC stx1 PCR/LC stx 2 Ergebnis Status
1/B neg. n. u. n. u. negativ Kuh, lakt.
2/S ++, hell negativ negativ negativ Kuh, lakt.
3/0 neg. n. u. n. u. negativ Kuh, lakt.
4/A ++, rot negativ negativ negativ Kuh, lakt.
5/B n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, trocken
6/B ++, hell negativ negativ negativ Kuh, lakt.
7/E neg. n. u. n. u. negativ Kuh, lakt.
8/W neg. n. u. n. u. negativ Kuh, lakt.
9/M neg. n. u. n. u. negativ Kuh, lakt.
10/S +, rot negativ negativ negativ Kuh, lakt.
11/L n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, trocken
12/L n. u. n. u. n. u. n. u. Kuh, trocken

+ : bis zu 10 Kolonien

++: 10 — 20 Kolonien

n. u. : nicht untersucht

PCRI/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler Gberprift
Kuh, lakt.: Kuh, laktierend

Kuh, trocken: Kuh, trockenstehend

Tabelle 156: Lebensmittel - und Wasserproben (Shiga Toxin-bildende E. coli)

ENDO-/Laktose-TTC-Agar PCR/LC Ergebnis
Almkase ++, rot -/-u. -+ positiv
Brunnen + -/-u. /- negativ

+ : bis zu 10 Kolonien

++: 10 — 20 Kolonien

PCR/LC (LightCycler): Proben wurden sowohl PCR wie auch LightCycler tUberpriift
-: negativ

+: positiv

Tabelle 157: Ergebnis der Keimsuche

Kolonieblot LC eael/hly Api E20 Sorbitplatte Enterohamolysinpl.
Almkase negativ n. u. n. u. n. u. n.u.
LC eaelhly: LightCycler-Untersuchung auf daseae- und das hly-Gen
Api 20E: .Bunte Reihe” zur Speziesidentifizierung

Sorbitplatte und Enterohamolysinpl.: Tests der Sorbitfermentationsfahigkeit und der Hamolysefahigkeit
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