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Bakteriell bedingte Darminfektionen gehéren weltweit zu den haufigsten Krankheits-
ursachen des Menschen. In den meisten Landern der nérdlichen Hemisphére sind
Bakterien der Gattungen Salmonella und Campylobacter die haufigsten Ursachen von
entzindlichen Magendarmerkrankungen des Menschen (16, 182, 219). Im Jahr 2005
wurden Salmonellen in Deutschland zwar erstmals durch die thermophilen
Campylobacter-Arten von ihrem Spitzenplatz als Gastroenteritiserreger des Menschen
verdrangt, die Anzahl von 52.245 offiziell registrierten Salmonellose-Féllen (63,3 Mel-
dungen / 100.000 Einwohner) ist dennoch sehr hoch und lasst die Salmonellen in ihrer
Haufigkeit weit vor den Yersinien oder enterohdmorrhagischen Escherichia coli-
Bakterien (EHEC) rangieren (225). Experten vermuten auBerdem eine betrachtliche
Dunkelziffer und schatzen die wahre Inzidenz der Salmonellosen um den Faktor 4 bis
10 (evtl. 20) groBer. Von den jahrlich GOber 50.000 gemeldeten Salmonellose-
Erkrankungen des Menschen werden etwa 85 % von den beiden Serovaren
Typhimurium (ca. 25 %) und Enteritidis (ca. 60 %) von Salmonella enterica Subspezies
enterica verursacht (123, 223).

In den wirtschaftlich héher entwickelten Landern infizieren sich Menschen mit Salmo-
nellen bevorzugt durch die Aufnahme kontaminierter Lebensmittel. Die Haupt-
infektionsquellen sind vor allem Lebensmittel tierischen Ursprungs (Eier, Fleisch, Milch
und entsprechende Produkte), die entweder bereits schon vor der Gewinnung mit den
Erregern belastet sind, oder die erst im Zuge ihrer Gewinnung und Verarbeitung mit
Salmonellen kontaminiert werden. Die weite Verbreitung und die hohe Pravalenz
dieser Erreger in den Nutztierbestanden sowie der bei diesen Tieren meist klinisch
inapparente Infektionsverlauf sind die grundlegenden Ursachen des derzeit lander-
Ubergreifend vorhandenen Salmonellen- und Campylobacter-Problems (245, 254,
259). Nach dem Geflagel rickt in den EU-Landern seit einigen Jahren auch das
Schwein als Salmonellenreservoir und Ansteckungsquelle in den Mittelpunkt des
Interesses. Steinbach und Hartung (1999) schatzten, dass in Deutschland etwa 20 %
aller menschlichen Salmonella-Infektionen auf das Schwein zurlickzufiihren sind (257).
Antikdrper gegen Salmonellen sind in etwa 72 % der hiesigen Schweinemastbetriebe
nachweisbar (278). Campylobacter spp. kommen beim Schwein ebenfalls haufig vor,
besonders C. coli (7, 95, 286). Untersuchungen im Jahr 2005 ergaben eine sehr hohe
Campylobacter-Pravalenz von ca. 64 % bei Schlachtschweinen, wobei ausschlieBlich
C. colinachgewiesen wurde (7).
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In Danemark etablierte man bereits Mitte der 1990er Jahre Kontrollprogramme, um den
Salmonellen-Eintrag durch Schlachtschweine in die Lebensmittelkette deutlich zu
senken. Mit Blick auf den Verbraucherschutz und die Marktpolitik werden seit einigen
Jahren auch in Deutschland verstérkt Anstrengungen in dieser Richtung unternommen.
Das damalige Bundesministerium flr Erndhrung, Landwirtschaft und Forsten hatte
dazu am 5.2.1998 ,Leitlinien fir ein Programm zur Reduzierung des Eintrags von
Salmonellen durch Schlachtschweine in die Fleischgewinnung® verabschiedet, die sich
im Prinzip an das danische Programm anlehnten (49). Das deutsche Programm
basierte zum einen auf regelméaBigen serologischen Untersuchungen in den Betrieben,
um deren Salmonellenbelastung zu Uberwachen, und zum anderen auf der
Durchfihrung von Bek@mpfungsmaBnahmen, die in ihrer Art und Intensitat positiv mit
der im jeweiligen Betrieb festgestellten Seropravalenz korrelieren (32, 33). Dabei wich
die in den deutschen Richtlinien vorgesehene serologische Uberwachung in einigen
wichtigen Details von der dénischen Vorgehensweise ab. Wahrend in Danemark alle
Untersuchungen auf Salmonellen-Antikérper von einem einzigen Labor mit einem
einzigen ELISA und unter Nutzung standardisierter Materialien (Testantigen, Kontroll-
und Standardseren) durchgeflihrt werden, sollten diese Aufgabe in Deutschland
verschiedene Laboratorien unter Verwendung verschiedener ELISAs wahrnehmen. Es
ist bislang nicht hinreichend geklart, wie dieses Verfahren standardisiert werden soll
und inwieweit die Ergebnisse, die hierbei ermittelt werden, Uberhaupt vergleichbar sein
kénnen. Erste Ergebnisse aus Ringversuchen deuteten jedenfalls auf systematisch und
methodisch bedingte Unterschiede hin (256).

In Umsetzung von tierseuchenrechtlichen Vorgaben durch die EU bereitete das
Bundesministerium far Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz seit dem
Jahr 2002 eine Bundesverordnung (,Schweine-Salmonellen-Verordnung®) vor, die
mittlerweile mit Ausfertigungsdatum 13.3.2007 verabschiedet worden ist und mit ihrer
Verkundigung am 24.3.2007 in Kraft trat. Da absehbar war, dass diese Verordnung
den deutschen Schweinemastbetrieben die Teilnahme an einem Salmonellen- und -
Bekdmpfungsprogramm verbindlich vorschreiben wird, hatten Schweinemaéster, Tier-
arzte und Veterinarbehdrden groBes Interesse daran, bereits vor der Einflihrung dieses
Programms etwas Uber die Belastung der Betriebe zu erfahren, um gegebenenfalls
schon friihzeitig SanierungsmaBnahmen zu ergreifen. In Kooperation mit dem Landes-
kontrollverband Baden-Wirttemberg wurde daher ein Untersuchungsprogramm
aufgelegt, dessen Durchfihrung zum Gegenstand der hier vorgelegten Doktorarbeit
wurde. Ziel der Arbeit war es, das Vorkommen von Salmonellen und thermophilen
Campylobacter spp. in Baden-Wirttembergischen Schweinemastbetrieben unter
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Verwendung kultureller Nachweisverfahren zu bestimmen und die Salmonellen-
Seropravalenz unter der Anwendung von in Deutschland zugelassenen serologischen
Tests zu ermitteln. Zusétzlich sollten drei auf dem Markt befindliche ELISAs zur
Bestimmung von Salmonellen-Antikérpern beim Schwein miteinander verglichen
werden, wobei die Ubereinstimmung der Testergebnisse auf Einzeltierebene sowie auf
Betriebsebene besondere Beachtung finden sollte.
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2.1 Salmonellen
211 Taxonomie und Erregereigenschaften

Salmonellen gehéren zu den Eubacterien und zahlen zur Gamma-Untergruppe der
Proteobakterien. Dort rangieren sie in der Familie der Enterobacteriaceae als eine
eigene Gattung (Genus: Salmonella). Salmonellen sind gramnegative, fakultativ
anaerobe, gerade Stébchenbakterien mit einer GréBe von 0,7 - 1,5 pm x 2,0 - 5,0 um.
Bis auf wenige Ausnahmen ist die Gattung Salmonella peritrich begeiBelt und somit
beweglich (68, 78, 132, 248). Salmonellen wachsen fakultativ anaerob in einem
Temperaturbereich von 5 °C bis 47 °C. Das Temperaturoptimum liegt bei 37 °C, das
pH-Optimum zwischen 6,5 und 7,5. Im Bereich von pH 4 bis 9 werden sowohl saure als
auch alkalische Milieubedingungen akzeptiert (23).

Bereits 1880 wurde der Typhuserreger (Salmonella typhi) durch Eberth mikroskopisch
nachgewiesen. Die Genusbezeichnung Salmonella wurde 1900 von Lignieres fir den
1885 in den U.S.A. von Daniel Salmon, Chief of USDA (United States Department of
Agriculture) Bureau of Animal Industry, beschriebenen Hogcholera-Bacillus
(S. Choleraesuis) vorgeschlagen. Le Minor und Popoff schlugen 1987 die Um-
benennung von Salmonella choleraesuis in Salmonella enterica vor. Um Verwechs-
lungen mit der gleichlautenden Serovarenbezeichnung “Cholerasuis® vorzubeugen
(160, 233). Das Genus Salmonella umfasst demnach zwei Spezies,
Salmonella enterica und Salmonella bongori. Vertreter der Spezies Salmonella enterica
lassen sich weiter in Subspezies unterteilen (194, 208, 216). Nach neuen Erkennt-
nissen kann in der Subspezies IV (S. houtenae) eine Gruppe von Stammen
taxonomisch als eine weitere Subspezies (VII) in der Spezies S. enterica abgegrenzt
werden (42) (Tabelle 1).

Die weitere serologische Differenzierung der Serovare wird nach dem 1943 von
Kauffmann und White verdéffentlichten und nach ihnen benannten ,Kauffmann-White-
Schema®“ vorgenommen (92). Die spezifische Einordnung in das Kauffmann-White-
Schema erfolgt durch Bestimmung der somatischen O-Antigene (Epitope in den
Kohlenhydratseitenketten der Lipopolysaccharidmolekiile), der thermolabilen H-
Antigene (Epitope des Flagellins) und dem Vi-Antigen (Kapselpolysaccharid bei
Stdmmen der Serovare S. Dublin, S. Typhi und S. Paratyphi C) (92, 214, 233, 247).
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Auch heute noch bildet das Kauffmann-White-Schema, das vom WHO (World Health
Organization) Collaborating Centre for Reference and Research on Salmonella am
Pariser Pasteur-Institut regelmaBig aktualisiert wird, die international verbindliche
Grundlage fur die Identifizierung und Benennung der Salmonella-Serovare (43, 233).
Derzeit sind durch die verschiedenen Antigenkombinationen 2.541 verschiedene
Salmonella-Serovare definiert (208). Die groBte Serovarvielfalt ist in der Subspezies
S. enterica vorhanden. Der Ubersichtlichkeit halber wird in der vorliegenden Arbeit der
Gattungsname Salmonella, gefolgt von der Serovarenbezeichnung, mit einem GroB-
buchstaben beginnend verwendet, z.B. S. Typhimurium anstelle der eigentlich
korrekten Bezeichnung S. enterica subsp. enterica ser. Typhimurium (233).

Tabelle 1
Taxonomie und Nomenklatur der Gattung Salmonella (nach Popoff et al. 2004)
Spezies S. enterica S. bongori
ssp. ssp. ssp. ssp. ssp. ssp.

Subspezies enterica Salamae  arizonae  diarizonae  houtenae indica

Friihere ssp. | ssp. I ssp. llla ssp. lllb ssp. IV ssp. VI ssp.
Be- bongori
zeichnung ssp. V
Serovare 1504 502 95 333 72 13 22

S. enterica und S. bongori sind beide pathogen fir Mensch und Tier (194, 233). Sie
sind unter naturlichen Bedingungen sowohl vom Menschen auf das Tier als auch
umgekehrt Ubertragbar, sodass sie als Zoonoseerreger gelten. Zeitweilig galt die
Spezies S. bongori als apathogen. Nach neueren Erkenntnissen aus Sizilien ist die
Spezies heute aber zweifelsfrei als humanpathogener Erreger einzustufen.
Salmonellen der Subspezies | (Salmonella enterica Subspezies enterica) umfassen
diejenigen Serovare, die Uberwiegend bei warmblitigen Wirbeltieren vorkommen,
wahrend Vertreter der anderen Subspezies von S. enterica und Stdmme von
S. bongori bevorzugt bei wechselwarmen Tieren auftreten (43, 294).

Salmonellen sind Bewohner des Darmes von Wirbeltieren, die auBerhalb des
tierischen und menschlichen Organismus nicht nur lange Uberlebensféhig, sondern in
nahrstoffreichem Milieu bei permissiven Temperaturen auch vermehrungsfahig sind
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(233). Salmonellen besitzen, insbesondere wenn sie von organischem Material
eingehdllt sind, eine hohe Widerstandsfahigkeit gegeniber physikalischen und
chemischen Schadwirkungen aus der Umwelt. Auch in Abwasser kénnen sie bis zu
200 Tage Uberleben und sogar in kiistennahem Meerwasser sind sie, aufgrund ihrer
Toleranz gegenliber Kochsalzkonzentrationen, nachweisbar. In Lebensmitteln kénnen
die Erreger mehrere Tage und Wochen bis hin zu mehreren Jahren tberleben und sich
unter fUr sie geeigneten Bedingungen auch vermehren (37, 92).

Salmonellen haben im Laufe der Evolution sehr komplexe Eigenschaften entwickelt,
um den Organismus eines Wirbeltiers als ihren Lebensraum nutzen zu kénnen. So ist
auch die Pathogenese der Salmonellose ein multifaktorielles Phdnomen, das in den
beiden letzten Jahrzehnten vor allem an Stdmmen der Serovare S. Typhimurium,
S. Enteritidis und S. Dublin studiert worden ist. Infektionen mit Vertretern dieser
Serovare beginnen meist mit der oralen Aufnahme der Salmonellen und ihrer Passage
Uber den Magen in den Dinn- und Dickdarm (114, 187). Dort kommt es mit Hilfe
verschiedener Fimbrien (type 1 fimbriae, long polar fimbriae, plasmid-encoded fimbriae
und thin aggregative fimbriae) zur Anheftung (Adhasion) an das Darmepithel (8, 26, 68,
161). Zielzellen der Erreger sind Enterozyten und spezialisierte Epithelzellen, die
sogenannten Mikrofold-Zellen (M-Zellen). Die M-Zellen sind mit dem darunter
liegenden lymphatischen Gewebe assoziiert und gehauft innerhalb der Peyerschen
Plaques lokalisiert (8, 161, 283, 292). Die Ipf-Fimbrien (long polar fimbriae) vermitteln
speziell die Adhasion von S. Typhimurium an die Peyerschen Plaques des lleums,
wéahrend die pef-Fimbrien (plasmid-encoded fimbriae) die Adhdsion an die Enterozyten
bewirken (25). Bei S. enterica kommen mindestens neun unterschiedliche Fimbrien-
typen vor, wobei noch nicht alle hinreichend charakterisiert sind (8).

Ein wichtiger Schritt in der Pathogenese der Salmonellose ist die Uberwindung der
epithelialen Barriere durch die Salmonellen (62, 174, 238, 239, 296). S. Typhimurium
und andere Serovare provozieren hierzu ihre endozytotische Aufnahme durch
Enterozyten. Ausgel6st wird der Prozess durch bestimmte Effektorproteine, die die
Salmonellen mit Hilfe eines Typ-IlI-Sekretionssystems (TTSS) direkt in das Zytoplasma
der kontaktierten Zielzelle translozieren, z.B. Salmonella invasion proteins und
Salmonella outer proteins (SipA, SopA, SopB, SopD, SopE, SopE2). Die Gene fiir
Strukturproteine, Regulatoren und Effektorproteine liegen bei Salmonellen zusammen
in einer chromosomalen Region, die als die Salmonella-Pathogenitatsinsel 1 (SPI1)
bezeichnet wird (62, 238, 239, 296). Die translozierten Effektorproteine l6sen in der
befallenen Zielzelle Umbauvorgange (Rearrangements) des Aktin-Zytoskeletts aus. Die
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SPI1-Effektorproteine  SopE und SopB interagieren dabei direkt mit Aktin und
verandern das Zytoskelett durch Aktivierung der Regulator-Proteine CdC42 und Rac
(91). Durch diese Einflisse stllpt die Zielzelle Teile ihrer apikalen Membran in Form
von sog. ,ruffles” aus, die die anhaftenden Salmonellen umfassen und sie einverleiben,
sodass diese schlieBlich in Vesikeln (SCV; Salmonella-containing vacuole) im Inneren
der Enterozyten zu liegen kommen. Der Vorgang wird auch als Makropinozytose
bezeichnet (62, 93, 114, 120, 130, 283). Gewisse SPI1-Effektoren induzieren bei den
befallenen Darmepithelzellen und Makrophagen auBerdem die Sekretion von
proinflammatorischen Zytokinen. Daraufhin wandern polymorphkernige Leukozyten
vermehrt in die Lamina propria sowie auch in das Epithel und das Darmlumen ein
(164). So aktiviert speziell der SPI1-Effektor SipB die Caspase-1 in Makrophagen
(131), die auf diese Stimulation mit der Ausschittung der proinflammatorischen
Zytokine Interleukin-1beta (IL-1beta) und Interleukin-18 antworten. Diese induzieren
Apoptose und Nekrose (113, 183). Einige Salmonella-Stamme kénnen zusatzlich das
plasmidcodierte Protein SpvB bilden, bei dem es sich um eine ADP-Ribosyl-
Transferase handelt. Diese ADP-Ribosyl-Transferase fihrt zu einem spateren
Zeitpunkt der intrazellularen Infektion zur Depolymerisation des Aktins im Zytoskelett
der befallen Zielzelle. Der Effekt ist cytotoxisch und flhrt schlieBlich zur Apoptose der
befallenen Wirtszelle (114).

2.1.2 Klinik und humorale Immunantwort bei Salmonelleninfektionen von
Schweinen

Erkrankungen des Schweins werden vor allem durch die an das Schwein angepassten
Salmonellen-Serovare  S. Choleraesuis und S. Typhisuis ausgelést, wahrend
Infektionen mit anderen, weniger strikt an Schweine adaptierten Serovaren haufig
klinisch inapparent verlaufen (233, 245). In den U.S.A., in Kanada und in der ehe-
maligen DDR gehérte die Infektion mit S. Choleraesuis bis zur Einflhrung ent-
sprechender ImpfmaBnahmen, zu den bedeutendsten bakteriellen Darmerkrankungen
des Schweins (23, 232, 246, 260). In den U.S.A. ereignen sich auch heute noch immer
wieder Ausbrliche, die durch S. Choleraesuis verursacht werden (66).

Bei Infektionen mit S. Choleraesuis werden die ersten klinischen Symptome
gewohnlich 36 —48 Stunden nach der Erregeraufnahme beobachtet (105). Die
Erkrankung présentiert sich entweder als Enterocolitis mit Durchfall oder als
septikdmische Allgemeinerkrankung mit Zyanose, Meningitis, Encephalitis und
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Pneumonie (23, 232, 247). Klinisch inapparente Verlaufe sind aber ebenfalls haufig.
Die Morbiditat liegt zwischen 50 % und 80 % und die Mortalitét bei 5 % bis 10 %,
manchmal aber auch bei 70 % (260).

Die Erreger dringen nach oraler Aufnahme und Passage durch Magen und Dinndarm
in die Epithelzellen der Darmwand ein. Nach Uberwindung der epithelialen Barriere
kénnen die Salmonellen auf lympho-hdmatogenem Wege auch in verschiedene
extraintestinale Organe gelangen und sich dort ansiedeln (60). An Salmonellose
erkranken vor allem Schweine vom Absetzen bis zum Alter von vier Monaten. Die
Krankheit tritt oft regellos und vereinzelt auf. Erste Anzeichen sind Fieber, Mattigkeit
und Fressunlust. Plbtzliche Todesfélle sind bezeichnend fir die septik&mische
Verlaufsform. Die Mortalitat der Septikdmie ist in der Regel hoch. Klinisch fallen dabei
oft blauliche Hautverfarbungen auf, die an den Ohrmuscheln beginnen und sich tber
die Risselscheibe, den Unterbauch bis zu den GliedmaBen ausbreiten (207).

Infektionen mit S. Typhisuis sind seltener, kommen vor allem bei Absatzferkeln vor und
verursachen meist eine schleichende, chronische Erkrankung mit intermittierenden
Durchfallen, Abmagerung und teilweise chronischen Pneumonien. Bei der Sektion
werden nekrotisierende Kolitis, verkdsende Lymphadenitis der Mediastinal- und
Pharyngeallymphknoten und herdférmige Pneumonien festgestellt (207, 233).

Das derzeitige Salmonellengeschehen beim Schwein wird in Deutschland sowie in
vielen anderen Landern nicht durch S. Choleraesuis oder S. Typhisuis, sondern von
den sogenannten nicht wirtsadaptierten Serovaren bestimmt, die jeweils ein sehr
breites Wirtsspektrum aufweisen und unter denen S. Typhimurium zahlenmaBig die
gréBte Bedeutung zukommt (23, 129, 259, 265, 271). In der Schleimhaut von lleum,
Caecum und Colon kdnnen virulente Stdmme dieses Serovars zwar eine mit
GeféaBschaden einhergehende ulzerierende bis nekrotisierende Enteritis hervorrufen
(207), meist bleibt die Infektion mit S. Typhimurium beim Schwein jedoch klinisch
inapparent (8, 109, 136, 151). Bei einer Infektion mit Salmonella Typhimurium werden
die Tiere aber haufig zu Keimtragern und Dauerausscheidern (78, 245, 273).

Die Ubertragung der Salmonellen erfolgt unter Schweinen vor allem horizontal auf
direktem oder indirektem Wege. Da Ferkel nach der Geburt noch einige Wochen in
engem Kontakt zu ihrer Mutter verbleiben, ist die vertikale Ubertragung méglicherweise
ebenfalls von Bedeutung (31). Dahl et al. (1997a) und Davies et al. (1997) stellten
hingegen fest, dass die Salmonellenibertragung von Sauen auf ihre Nachkommen in
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denjenigen Betrieben, in denen Klinisch inapparente Félle dominierten, eine unter-
geordnete Rolle spielt (65, 70). Dagegen geht aus einer von Leyk etal. (2004)
verdffentlichten Studie hervor, dass bereits bei Uber 50 % aller frisch eingestallten
Ferkel Salmonellen nachzuweisen waren. Der Anteil der Ausscheider lag pro Lieferung
bei bis zu 35 % (167). Auch nach Kranker et al. stellen infizierte Absatzferkel einen
groBen Risikofaktor fir hohe Seropravalenzen der Endmastschweine dar (152).
Vermutlich stellt die mit dem Absetzen der Mutter verbundene Belastung
(Futterumstellung, Rangkampfe, Transportstress) einen Ausldéser dar, der dazu fuhrt,
dass einige wenige, bereits durch Salmonellen infizierte Ferkel die Erreger vermehrt
ausscheiden und diese sehr rasch unter den Gruppenmitgliedern verbreiten (14, 28,
173).

Infektionen mit Salmonellen flihren bei infizierten S&ugern und Végeln zu einer
facettenreichen immunologischen Reaktion, die in ihrem AusmalB, ihrer Lokalisation,
ihren Mechanismen und in ihrer Schutzwirkung von vielen Faktoren beeinflusst wird.
Das durchgéangige Prinzip scheint es zu sein, dass Salmonellen das adaptive Immun-
system des infizierten Wirtes sowohl zu zelluldren als auch zu humoralen Antworten
provozieren. Dabei ist die Aktivitat zellvermittelter Mechanismen flr die erfolgreiche
Abwehr bzw. Uberwindung und Elimination der eingedrungenen Erreger entscheidend.
Dennoch produziert der infizierte Wirtsorganismus auch erregerspezifische Antikérper,
die nicht nur im Blut zirkulieren, sondern je nach Tierart auch in die Milch, in das
EiweiB3, den Eidotter und in den Kot abgegeben werden (53, 294). Die Beobachtung,
dass bei Salmonelleninfektionen Antikérper im Blut zirkulieren, gilt zumindest fir
diejenigen Salmonellenserovare, die dazu neigen, in das Gewebe der Darmwand ein-

zudringen und auch extraintestinales Gewebe zu besiedeln (invasive Salmonellen).

Mit der Ausdehnung der VerbraucherschutzmaBnahmen bis in die Nutztierbestande
hinein (,from farm to fork®, ,from stable to table®) sind Methoden erforderlich geworden,
mit denen man den Salmonellenstatus von lebensmittelliefernden Tieren mdglichst
zuverldssig Uberwachen kann. Die humorale Immunanwort ist aufgrund ihrer
Tauglichkeit fur Massenuntersuchungen bisher immer noch einer der beliebtesten
Parameter, da sie sich auch in automatisierten Hochdurchsatzverfahren Uberprifen
lasst. Bei Schweinen beschaftigt man sich allerdings erst seit wenigen Jahren
intensiver mit den diagnostischen M@gglichkeiten der Antikérperbildung bei Salmo-
nelleninfektionen. Die Dynamik, mit der sich Salmonella-spezifische Antikérpertiter

nach der oralen Aufnahme von invasiven Salmonellen entwickeln, scheint aber auch
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beim Schwein einem Grundschema zu folgen, wie es fir viele mikrobielle Infektions-

erreger gultig ist. Hierzu wurden verschiedene Studien durchgefihrt.

Tierexperimentelle Untersuchungen von Nielsen et al. (1995) belegen, dass gegen
Salmonella-LPS gerichtete Antikérper frihestens ab dem siebten Tag p. infect.
nachweisbar sind, wenn Schweine zuvor einmal oral mit 10® cfu von S. Typhimurium
(3389-1/92, Phagentyp 12) inokuliert wurden (189). Auch Riber etal. (1997)
beobachteten eine Serokonversion bei den von ihnen infizierten Schweinen
(S. Typhimurium PT 12, 4 x 10° cfu) ab dem siebten bis zehnten Tag p. infect. (217).
Steinbach etal. (2003), die bei ihren Infektionsversuchen S. Typhimurium vom
Phagentyp DT 104 einsetzten, registrierten mit dem ELISA sogar schon innerhalb einer
Woche einen deutlichen Titeranstieg gegen Salmonellen-LPS (261). Bei einer Studie
von Baum et al. fUhrte die Inhalation von Salmonellen der Serovare S. Typhimurium,
S. Choleraesuis und S. Infantis (10° cfu/Dosis) zu einer raschen Bildung von
spezifischen Antikdrpern. Dabei induzierte S. Typhimurium innerhalb von zehn Tagen
p. infect. die hdéchsten und S. Infantis die niedrigsten Titer (24). Wann bei einem
infizierten Schwein zum ersten Mal nach der Infektion erhdhte Antikérpertiter
nachweisbar sind und mit welcher Dynamik der Titer im Laufe der Zeit ansteigt und
dann wieder sinkt, ist von Tier zu Tier jedoch sehr verschieden. So reagierten in den
Versuchen von Nielsen etal. (1995) bis zum 22. Tag p. infect. bereits 86 % der
Probanden serologisch positiv. Aber erst am 30. und 37. Tag p. infect. erreichte der
Anteil der Reagenten mit 92 % den hdchsten Wert. Danach fiel er langsam wieder ab
und betrug am 108. Tag nur noch 67 % (189). Bei Riber et al. (1997) wurden die
héchsten Antikérpertiter gegen Salmonella-LPS zwei bis drei Wochen p. infect.
gemessen. Bei einigen Schweinen wurde das Titermaximum dann Gber finf Wochen
gehalten, wahrend der Salmonellen-Antikérpertiter bei einigen Schweinen nur sehr
langsam und bei anderen Schweinen sehr rasch absank (217). Bei den Versuchen von
Steinbach et al. (1998) waren eine bzw. zwei Wochen p. infect. 22,5 % bzw. 52,9 %
der infizierten Tiere serologisch als positiv zu beurteilen (Titer = 40 OD %) (261).
Wahrend die Titer flr Salmonella-LPS spezifisches Gesamt-IgG und die der Klassen
bzw. Subklassen IgG1, IgG2 und IgA in der zweiten und dritten Woche p. infect. gleich
blieben oder sogar noch anstiegen, war bei den IgM-Antikérpern in diesem Zeitraum
haufig bereits schon ein Titerabfall zu verzeichnen (261).

Mit Blick auf die Salmonella-Uberwachung ist interessant, dass einige Schweine auf

die Salmonella-Infektion nur schwach oder gar nicht mit einer Antikdrper-Bildung
reagieren (sogenannte ,low responder®) und damit falsch negative Befunde in den

10



2 Schrifttum

serologischen Tests verursachen (189, 234, 262). Aus den tierexperimentellen
Ergebnissen ist auBerdem abzuleiten, dass alle Schweine in der Frihphase der
Infektion zwar serologisch unaufféllig sind, ein groBer Prozentsatz von ihnen (bis zu
80 %) dabei aber schon Salmonellen in groBer Zahl mit dem Kot ausscheidet (189).
Umgekehrt muss einige Wochen spater damit gerechnet werden, dass Salmonella-
spezifische IgG-Antikérper vorhanden sind, Salmonellen im Kot aber nicht mehr
nachzuweisen sind und die Infektion eventuell sogar vollstédndig Uberwunden wurde.
So war die Erregerausscheidung nach experimenteller Infektion mit S. Typhimurium
PT 12 wéahrend der ersten Woche p. infect. am starksten und ging dann sehr schnell
zuriick, um schlussendlich am 62. Tag so gut wie vollsténdig zu sistieren. Zu diesem
Zeitpunkt reagierten mehr als 80 % der Schweine serologisch positiv (189).

Die Diskrepanz zwischen kulturell-bakteriologischen und serologischen Testergebnis-
sen beim einzelnen getesteten Schwein trat regelmaBig auch bei anderen Studien zu
Tage, in denen man die Haufigkeit von Salmonellen bei Hausschweinen parallel mit
direkten und indirekten Nachweisverfahren abzuschatzen versuchte (278).
Stellvertretend sei hier eine von mehreren deutschen Institutionen durchgefiihrte
Studie zitiert, in der 748 kulturell-bakteriologisch positive mit 2.782 negativen Schlacht-
schweinen verglichen wurden. In Abhéangigkeit davon, ob der Cut off-Wert fur die
Bewertung der serologischen Messwerte bei 30 OD % oder bei 40 OD % gesetzt
wurde, reagierten zum einen einige Kkulturell-bakteriologisch negative Schweine
serologisch positiv und sogar mehr als die Halfte der nachweislich infizierten Schweine
serologisch negativ (64 % bzw. 70 %). Die Tabelle 2 fasst die wesentlichen Ergebnisse
der Studie zusammen (255).

Tabelle 2

Korrelation von kulturell-bakteriologischen und serologischen Testergebnissen
bei der Untersuchung von Schlachtschweinen auf Salmonellen bzw.
Salmonellen-spezifischen Antikérpern (255)

Bakteriologischer Anzahl (%) der Tiere, deren Titer unter bzw. Uber dem
Status betreffenden Grenzwert lag

Grenzwert (OD %) <10 <30 < 40 > 30 > 40
Salmonella- 2.248 2.694 2.722 88 60
negativ 0 0 0 0 0
(n=2.782) (81 %) (97 %) (98 %) (3 %) (2 %)
Salmonella- 346 481 520 267 228
pOSitiV 1 0 0 0 0 0
(n=748) (46 %) (64 %) (70 %) (36 %) (30 %)

Erlauterungen: (1: Nachweis in Kot oder Lymphknoten mittels Anzuchtverfahren
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Eine der Ursachen fir falsch positive serologische Befunde sind vermutlich Kreuzreak-
tionen mit anderen Mikroorganismen bzw. Antigenen (255, 258, 262). Steinbach et al.
(1995) untersuchten gezielt die Rolle von E. coli-Antigenen als Ursache von un-
spezifischen Reaktionen bzw. serologischen Kreuzreaktionen bei Rindern. Mit
Absorptionsversuchen entdeckten sie, dass kreuzreagierende Antikérper bei Kélbern
aus ,Salmonella-freien* Bestdnden vorhanden waren, nicht aber bei Kalbern, die sich
zuvor nachweislich mit Salmonella-Antigen auseinandergesetzt hatten. Da Salmonella-
freie Rinder bei serologischen Tests meist negative Ergebnisse erzielen, kann man
folgern, dass kreuzreagierende Antikrper in Blutserumproben meist nur in so geringer
Menge vorhanden sind, dass sie flr eine deutlich positive serologische Testreaktion
nicht ausreichen. Zumindest beim Rind scheinen derartige, nicht auf Salmonellen
zurtckzufuhrende Antikdrper nur bei wenigen Tieren eine Konzentration erreichen zu
kénnen, die dann zu einem falsch positiven Testergebnis fiihren (258). Fir die
individuelle Salmonellendiagnostik bei Schweinen sind serologische Tests aufgrund
ihrer begrenzten Sensitivitat derzeit jedenfalls nicht geeignet.

213 Haufigkeit von Salmonellen bei Menschen in Deutschland

Salmonella-bedingte Erkrankungen kommen in Deutschland endemisch vor und sind
aufgrund ihrer Haufigkeit eine groBe Herausforderung flir die Human- und Veterinar-
medizin. Salmonellen spielen dabei aber nicht nur in Mitteleuropa, sondern in vielen
Landern der Erde eine bedeutende Rolle. EU-weit werden jahrlich etwa 160.000
Salmonellen-bedingte Erkrankungen beim Menschen gemeldet, wovon etwa 200
tédlich enden (zitiert nach 33). In Deutschland wurden im Jahr 2006 auf Grundlage des
Infektionsschutzgesetzes Uber 52.575 Erkrankungen durch das RKI registriert (229),
von denen 6.150 (Inzidenz 57,3 /100.000 Einwohner) auf Baden-Wurttemberg fielen
(227). Da Experten davon ausgehen, dass nur etwa 10 —-20 % aller Salmonella-
Erkrankungen zur Meldung kommen, ergibt sich eine tatsachliche Erkrankungszahl fur
Deutschland von ca. 500.000 - 1.000.000 pro Jahr (260). Nachdem die jahrliche
Inzidenz an gemeldeten Féllen von Salmonellen-bedingter Enteritis infectiosa in
Deutschland in den 1980er Jahren kontinuierlich angestiegen war, wurde 1992 mit 242
Fallen je 100.000 Einwohner der bisherige Hohepunkt erreicht (9, 122, 123, 222, 226).
Seither sind die Zahlen ricklaufig, wobei sie in 2006 erstmals seit 14 Jahren wieder
geringfligig anstieg (2006: 63,8; 2005: 63,4) (224, 227, 229). Ca. 16 % der Falle
standen dabei in epidemiologischem Zusammenhang zu anderen Salmonellose-Fallen
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(,Haufungen®). In 2006 kam es zu 1.854 Haufungen, davon waren bei 354 Haufungen
mindestens finf Salmonellose-Félle zu verzeichnen (229). Im Jahr 2007 wurden
55.400 Salmonellose-Falle durch das RKI registriert, was erstmals seit 10 Jahren
wieder einen leichten Anstieg gegentber dem Vorjahr bedeutete (230).

Die Salmonellose-Inzidenz ist keine zeitlich und raumlich stabile GréBe, sondern wird
von mehreren Faktoren beeinflusst. So ist die Salmonellose-Inzidenz beispielsweise in
den neuen Bundeslandern héher als in den alten. Ferner tritt die Salmonellen-Enteritis
in den warmeren Monaten hdufiger auf als in den kalteren. Auch das Alter der
Patienten hat einen EinfluB. Die hdchste Inzidenz findet sich bei Sauglingen,
Kleinkindern und Kindern im Alter unter zehn Jahren (4). Dies gilt vor allem fir die
Serovare S. Typhimurium und S. Enteritis, bei denen beispielsweise 45,2 % bzw.
31,3 % aller im Jahr 2005 gemeldeten Félle auf Kinder unter zehn Jahren entfielen.
Von S. Infantis, S.Virchow und S. Derby waren dagegen eher é&ltere Personen
betroffen (nur durchschnittlich 19,1 % aller Félle waren jinger als zehn Jahre).
Unterschiede nach dem Geschlecht der Betroffenen bestanden allerdings nicht, beide
Geschlechter waren nahezu gleichermaBen betroffen. Im gleichen Jahr wurden im
Zusammenhang mit Salmonelleninfektionen auch 46 Todesfalle bestatigt (2004: 51;
2006: 47) (221, 228, 229).

214 Haufigkeit von Salmonellen bei Schweinen in Deutschland

Zur Salmonellen-Situation bei Schweinen liegen seit den 1960er Jahren zahlreiche
Studien vor, die sich bakteriologisch mit dem Erfassen der Salmonellen-Pravalenz und
serologisch mit dem Erfassen der Antikdérper gegen Salmonella-LPS in
Fleischsaftproben oder Blutproben beschéaftigen.

Im Herbst 1963 wurden am Schlachthof Oldenburg / Niedersachsen 700 gesunde
Schlachtschweine aus einer Gesamtzahl von 5.410 gesunden Schweinen aus 384
Bestédnden auf Salmonellen untersucht. Von jedem Tier wurden Kot, Mesenterial-
lymphknoten, Gallenflissigkeit und Muskulatur bakteriologisch untersucht. Insgesamt
konnten aus 15 (2,14 %) Proben Salmonella spp. isoliert werden. Es handelte sich
dabei fiunfmal um S. Typhimurium und je einmal um S. Infantis, S. Blockey, S. Newport
und S. Dublin (116).
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Edel und Kampelmacher (1970) fanden bereits 1960 unter 2.100 Schlachtschweinen
und 1969 unter 700 Schlachtschweinen, bei 25,3 % bzw. bei 30,1 % der Tiere
Salmonellen in mindestens einer der untersuchten Proben (Portallymphknoten, Kot,
Darmlymphknoten). Es wurden 30 verschiedene Serotypen isoliert, an der Spitze lagen
S. Typhimurium, S. Give, S. Infantis, S. Stanley, S. Derby (76).

Bei Erhebungen von Both et al. (1982) wurden in Rheinland-Pfalz Kotproben aus 127
klinisch unverdachtigen Bestanden untersucht. Einbezogen waren 105 Zuchtherden
(Herdbuchbestdande und Ferkelerzeuger) und 22 Schweinemastbestande. In den
Zuchtherden wurden jeweils 20 bis 100 Tiere aus der Altersgruppe von sechs Monate
bis drei Jahre gehalten, in den Mastbestdanden befanden sich jeweils 100 bis 1.000
Uber drei Monate alte Tiere. Die Untersuchungen gliederten sich in zwei Teile (Februar
bis April 1980 und Juli bis August 1980) um jahreszeitliche Schwankungen zu
berlcksichtigen. Im ersten Beprobungsintervall wurden bei 1,1 % der 1.023
untersuchten Kotproben von Zuchttieren Salmonellen nachgewiesen, das betraf 9,5 %
der Zuchtherden. Im zweiten Beprobungsintervall wurden 40 der zuvor untersuchten
Bestande nochmals auf Salmonellen untersucht. Hierbei waren 0,8 % der Kotproben
und 5 % der Bestéande Salmonella-positiv. Bei den Schweinemastbestanden waren die
Zahlen deutlich héher. Im ersten Beprobungsintervall waren 9 % der 216 Kotproben
und 27 % der Bestédnde und im zweiten Intervall 6 % der Kotproben und 37 % der
Bestande Salmonella-positiv. Die serologische Differenzierung der Isolate ergab das
Vorliegen von S. Derby, S. Duisburg, S.Panama, S.Bornum, S. Saint-Paul,
S. Worthington, S. Havana, S. Infantis und S. Mbandaka. Bemerkenswert erschien,
dass in keinem Fall S. Typhimurium gefunden wurde (39).

Fehlhaber et al. (1996) berichteten Uber die in sechs Studien ermittelten Ergebnisse
zum Vorkommen von Salmonellen. Die Untersuchungen wurden an drei verschiedenen
Schlachthéfen in verschiedenen deutschen Bundeslandern im Zeitraum von 1992 bis
1996 durchgefuhrt. Dabei wurden Kot-, Muskulatur-, Leber-, Mesenteriallymphknoten-
und Tupferproben aus der Bauchhdhle von insgesamt 4.242 tauglich beurteilten
Schlachtschweinen untersucht. 1,7 % der untersuchten Tiere waren Salmonella-positiv.
Es wurde eine Vielzahl verschiedener Serovare isoliert, wobei an der Spitze
S. Typhimurium stand. Die Hochrechnung auf die etwa 38 Millionen jahrlich in
Deutschland geschlachteten Schweine ergab die Anzahl von 646.000 Salmonellen-
kontaminierter Schweineschlachtkdrper (83).
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Im Rahmen einer Pilotstudie (1996) des Bundesinstitutes fir gesundheitlichen Ver-
braucherschutz und Veterindrmedizin, des Institutes flr epidemiologische Diagnostik
der Bundesforschungsanstalt fir Viruskrankheiten der Tiere und der AuBenstelle fir
Epidemiologie, Bakum, der Tierarztlichen Hochschule Hannover, wurden Kotproben
und Darmlymphknoten von 11.942 Schlachtschweinen aus sieben deutschen Schlacht-
betrieben auf das Vorkommen von Salmonellen untersucht (100, 140). Salmonellen
waren kulturell-bakteriologisch bei 3,7 % (Kot) bzw. 3,3 % (Lymphknoten) der
Schweine nachweisbar. Bei 6,3 % der Tiere kamen Salmonellen in mindestens einer
der beiden Proben vor. Unter den 647 untersuchten Lieferposten befanden sich 196
(30,3 %), bei denen mindestens ein Tier im Kot und in den Lymphknoten Salmonellen
aufwies (140, 260). Von den untersuchten Fleischsaftproben der Schlachtschweine
waren 7,7 % serologisch Salmonella-positiv (63, 211).

Im Rahmen des Projektes Salinpork (April 1996 — April 1999) wurden 2.947 Blutproben
in 60 Schweinemastbetrieben in Schleswig-Holstein entnommen und im Statens
Veterinaere Serumlaboratorium in Kopenhagen mit Hilfe des Mix-ELISA serologisch
auf Salmonella-Antikérper untersucht. Insgesamt wiesen 213 Schweine (7,3 %) einen
OD %-Wert von tber 40 auf. In 43 Mastbetrieben (71,7 %) erwies sich maximal ein Tier
(2 %) als serologisch Salmonella-positiv. Von den 60 serologisch untersuchten
Schweinemastbetrieben wurden 20 Betriebe auch bakteriologisch auf Salmonellen
untersucht. Insgesamt wurden dazu 303 Kotproben entnommen. In finf (1,7 %) der
Kotproben wurde S. Derby nachgewiesen. Die Proben stammten alle aus einem
serologisch hochgradig positiven Bestand (278).

Ludewig etal. (2001) stellten 1997 - 1998 im Freistaat Sachsen eine Salmonellen-
belastung der Schlachtschweine zwischen 2% und 8 % fest. Dabei dominierte
S. Typhimurium mit 58,2 % vor S. Agona, S. Potsdam, S. Enteritidis, S. Heidelberg,
S. Tennessee, S. Anatum und S. Montevideo (169). Von den 89 Betrieben, die
wahrend dieses Forschungsprojektes in drei aufeinanderfolgenden Quartalen
wiederholt auf Salmonellen untersucht wurden, waren nur finf Betriebe negativ (82,
169). In der Studie wurden zudem Salmonellen-spezifische Antikérpertiter im
Fleischsaft von 11.711 tauglich beurteilten Schlachtschweinen bestimmt. Bei
Verwendung des SALMOTYPE®-ELISA und des Cut off-Wertes von 40 OD % waren
8,9 % der untersuchten Tiere serologisch Salmonella-positiv (170).

Prohl und Kogler (1998) isolierten Salmonellen bei der Untersuchung von vier
Mastbetrieben in Sachsen 2 %, 4,3 %, 7,8 %, bzw. 8 % der Tiere aus mindestens einer
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der aus Kot, Darmlymphknoten und Zwerchfellspfeiler entnommenen Proben
Salmonellen. Es konnten neun verschiedene Serovare isoliert werden, wobei
S. Typhimurium am haufigsten vorkam (210, 260). In einer zweiten Studie fand Prohl
(1999) Salmonellen-spezifische Antikdrper mit Hilfe des Danish Mix-ELISA bei 7,7 %
der 6.753 von ihm untersuchten Fleischsaftproben von Schlachtschweinen. Blutproben
von Schweinen reagierten in 8 % bis 23 % der Falle (Sauen und Jungsauen) und
10,6 % der Falle (Absatzferkel und Mastschweine) positiv (209).

Schoning (1999) untersuchte 2.682 Kotproben aus Schweinezucht- und Vermehrer-
betrieben des Minsterlandes, Ostwestfalen-Lippe und dem sidlichen Niedersachsen
auf latente Salmonelleninfektionen. In 19 von den 36 untersuchten Betrieben (52,8 %)
konnten Salmonella spp. isoliert werden. Die Serotypisierung ergab zehn verschiedene
Serovare unter denen S. Typhimurium dominierte (241).

Die Bundesforschungsanstalt fir Viruskrankheiten der Tiere in Wusterhausen hat im
Rahmen eines bundesweiten Monitoring-Programms mit ca 120.000 geplanten Proben
eine Zwischenauswertung fir Betriebe, bei denen bis November 1999 mindestens
80 % der Planproben untersucht worden waren durchgefihrt. Die Ergebnisse
unterstreichen ebenfalls die niedrige serologische Salmonella-Pravalenz in deutschen
Betrieben. Von 520 Betrieben wurden Stichprobenpravalenzen ermittelt. 193 Betriebe
(37,1 %) waren negativ, in 202 Betrieben wurden (38,8 %) bis 10 %, in 55 (10,6 %) bis
20 %, in 52 (10 %) bis 40 % und in 18 Betrieben (3,5 %) Uber 40 % Salmonella-
positiver Schweine ermittelt (zitiert nach 198).

In Niedersachsen untersuchte Quante (2000) Schweine in insgesamt 88 Zucht- und
Mischbetrieben auf Salmonella-spezifische Antikérper. Blutproben von 153 der 2.288
beprobten Sauen (6,7 %) reagierten im “Fleischsaft-ELISA nach der Anleitung zur
Durchfihrung vom Bundesinstitut fir gesundheitlichen Verbraucherschutz und
Veterindrmedizin“ bei einem Cut off-Wert von 40 OD % positiv. Basierend auf den
ELISA-Ergebnissen wurden sieben Betriebe in Kategorie II (20 —40 % positive
Reagenten) und zwei Betriebe in Kategorie Il (mehr als 40 % positive Reagenten)
eingestuft. Die Einstufung erfolgte anhand der ,Bekanntmachung der Leitlinien flr ein
Programm zur Reduzierung des Eintrags von Salmonellen durch Schlachtschweine in
die Fleischgewinnung“ (Bundesanzeiger vom 05. Marz 1998, Nr. 44, 2905-2906). Die
79 Betriebe der Kategorie | (weniger als 20 % positive Reagenten) konnten nochmals
unterteilt werden in Betriebe, in denen alle Tiere unter dem Cut off-Wert blieben (n =
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45) und in diejenigen, in denen wenigstens ein Schwein, aber weniger als 20 % der

Schweine einen Titer von > 40 OD % erreichten (213).

In einer bayrischen Studie von Czerny et al. (2001) wurden nach der Schlachtung
Zwerchfellpfeilerproben von 3.048 Schlachtschweinen aus 52 Mastbestdnden ent-
nommen. Der daraus gewonnene Fleischsaft wurde in einem indirekten ELISA auf das
Vorkommen von Salmonellen-Antikérpern untersucht. Die Autoren fanden spezifische
Antikérper bei 48 (1,6 %) Schlachtkérpern aus zwolf Betrieben (23,1 %). Allerdings
stammten 33 (68,8 %) dieser Schlachtschweine aus einem Betrieb, der in Kategorie Il
(Quote seropositiver Schlachtkérper > 40 %) eingestuft wurde. Die verbleibenden 51
Betriebe fielen in Kategorie | (Quote < 20 %) (63).

In Untersuchungen von Pirron (2001) wurden Fleischsaftproben von Schlacht-
schweinen aus 173 Nordrhein-Westfélischen Betrieben auf Salmonellen-Antikérper
untersucht und in die entsprechenden Kategorien eingestuft. 168 (97,1 %) der unter-
suchten Betriebe fielen in Kategorie |, finf (2,9 %) in Kategorie Il. Kein Betrieb war der
Kategorie 11l zuzuordnen (206).

Greil (2001) untersuchte 408 Kotproben von 102 Mastschweinen aus sieben
verschiedenen Herkunftsbetrieben, sowie 31 Sammelkotproben aus den Wartestéllen
eines Schlachthofs. Aus nur einer Probe (0,2 %) lieB sich S. Enteritidis isolieren.
Zudem wurden 176 Serum- und 54 Fleischsaftproben serologisch auf Antikdrper gegen
Salmonellen mit dem SALMOTYPE®-ELISA und mit dem am Bundesinstitut fiir
gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterindrmedizin (BgVV) entwickelten
Fleischsaft / Serum-ELISA untersucht. Nur mit dem SALMOTYPE®-ELISA konnten vier
serologisch Salmonella-positive Proben ermittelt werden (106, 107).

Bei den epidemiologischen Untersuchungen zum Vorkommen von Salmonellen bei
Mastschweinen in Sachsen stellte Ahrens (2002) bei 12.047 Schlachtschweinen mittels
Fleischsaft-ELISA-Technik 8,9 % serologisch-positive Tiere fest und bei 1.496 kulturell-
bakteriologisch untersuchten Mastschweinen eine Quote von 1,5 %. Bei den Proben
fir die kulturelle Untersuchung handelte es sich ebenfalls um Muskelgewebe aus dem
Zwerchfellpfeiler. Bakteriologisch lieBen sich 23 Salmonella Stdmme aus acht
Serovaren isolieren. Hierbei dominierte S. Typhimurium (Lysotypen DT 049 und DT
120), gefolgt von S. Enteritidis (Lysotypen 30/17 und 4/6) und S. Agona (1).
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Chaunchom (2003) untersuchte Zwerchfellpfeilerproben von 383 Schlachtschweinen
an einem Schlachthof mit EU-Standard. Er fand Salmonella-spezifische Antikérper bei
27 Schlachtschweinen (7 %) (59).

Kuhnel (2004) untersuchte in einem Niedersachsischen Schlachthof Hautstanzproben
und Tonsillen von Schweinen kulturell-bakteriologisch auf Salmonellen. Die Tiere
stammten aus Mastbetrieben, die aufgrund serologischer Voruntersuchungen in die
Kategorie | (Quote seropositiver Schlachtkérper <20 %) oder Kategorie Il (Quote
> 40 %) eingestuft worden waren. In den Hautstanzproben waren keine Salmonellen
nachweisbar. Von den 60 Tonsillenproben waren vier Salmonella-positiv, drei davon
stammten von Schweinen aus Kategorie-I-Betrieben (154).

Penner (2004) untersuchte mit Hilfe des Enterisol®-ELISA Zwerchfellpfeilerproben von
1.920 Schlachtschweinen, die am Schlachthof Karlsruhe geschlachtet worden waren.
Bei 125 Fleischsaftproben (6,5 %) konnte ein positiver Salmonellen-Antikdrpertiter
ermittelt werden (203).

Meyer (2004) untersuchte im Rahmen einer Dissertation Blutproben von 2.642 Mast-
schweinen mit Hilfe des SALMOTYPE®-ELISA. Die Tiere stammten aus insgesamt 108
Betrieben in Schleswig-Holstein und Niedersachsen. Bei der serologischen Unter-
suchung von Mastschweinen aus 55 Betrieben mit konventioneller und &kologischer
Haltung reagierten 301 (11,4 %) der 2.642 Proben positiv. Ferner wiesen 294 (13 %)
Tiere aus konventionellen Betrieben und sieben (1,9 %) Tiere aus Okologisch
produzierenden Betrieben Titer Gber 40 OD % auf (178, 179).

Vonnahme (2005) untersuchte 13.511 Schweine aus 76 deutschen Betrieben auf
Salmonella-spezifische Immunglobuline. Mehr als 10.000 Tiere hatten einen Titer von
unter 20 OD % und nur ca. 700 Proben wiesen einen Titer von mehr als 100 OD % auf.
Bei einem Cut off-Wert von 20 OD % wurden 23,8 % aller untersuchten Tiere als
positiv bewertet, bei einem Cut off-Wert von 40 OD % nur 9,5 % (282).

Das Nationale Referenzlabor (NRL) flir Epidemiologie der Zoonosen und das Nationale
Referenzlabor (NRL) fiir Salmonellen am BfR organisierten die ,Grundlagenstudie zur
Erhebung der Pravalenz von Salmonellen in Mastschweinen®, bei der man einheitliche
und reprasentative Beprobungsschlissel und Untersuchungsmethodik anwendete, um
zu validen Daten zu gelangen. Diese sollten Grundlage dafir sein, nationale
Bekdmpfungsprogramme zu erstellen und durchzufihren (85). Die Grundlagenstudie
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zur Erhebung der Pravalenz von Salmonellen bei Mastschweinen gemaB der
Entscheidung 2006/668/EG wurde fristgerecht zum 30. September 2007 ab-
geschlossen. Es wurden in insgesamt 80 Schlachthéfen in zwdélf Bundeslédndern 2.651
Mastschweine mit einem Schlachtgewicht zwischen 30 kg und 143 kg beprobt. Von
jedem Tier wurden mindestens fiinf Lymphknoten und ein Stlick Zwerchfellpfeiler oder
Nackenmuskulatur entnommen. Von diesen Tieren standen 2.482 Fleischsaftproben
zur Verfigung. 2.569 Tiere wurden bakteriologisch auf Salmonellen untersucht. 326
(12,7 %) Mastschweine waren bakteriologisch positiv fir Salmonella spp.. Anhand der
serologischen Untersuchung wurden 32,3 % der untersuchten Fleischsaftproben bei
einem Cut off-Wert von > 20 OD % als positiv bewertet (48).

2.1.5 Indirekte Nachweismethoden fiir Salmonelleninfektionen beim
Schwein

Die Standardmethode zum Nachweis von Salmonelleninfektionen beim Schwein ist die
kulturell-bakteriologische Untersuchung von klinischem Probenmaterial, wobei man bei
lebenden Tieren Fézes als Probenmaterial bevorzugt. Die Amtliche Sammlung von
Untersuchungsverfahren nach § 64 des Lebensmittel- und Futtermittelgesetzbuches
(Nr. L 00.00-20) und die Norm DIN EN ISO 6579:2002 der Internationalen Organisation
fir Standardisierung beschreiben die Standardmethodik fir den Nachweis von
Salmonellen in unterschiedlichen Probenmatrizes, um die Qualitdt des labordiag-
nostischen Nachweisverfahrens zu sichern. Bei den Konzepten zur Uberwachung von
schweinehaltenden Betrieben hinsichtlich ihrer Salmonellenlast riickten in den letzten
Jahren aber immer mehr serologische Methoden in den Vordergrund (121, 277). Ein
Grund hierfur ist, dass besonders klinisch inapparent infizierte Tiere Salmonellen nicht
kontinuierlich, sondern intermittierend ausscheiden, und somit bei der kulturell-
bakteriologischen Untersuchung falsch negativ befundet werden kénnen. In Analogie
zu einem kurz vorher in Danemark etablierten Kontrollprogramm, sahen die vom
damaligen Bundesministerium fir Erndhrung, Landwirtschaft und Forsten am 5.2.1998
verabschiedeten ,Leitlinien fur ein Programm zur Reduzierung des Eintrags von
Salmonellen durch Schlachtschweine in die Fleischgewinnung® ebenfalls regelmaBige
serologische Untersuchungen von Schlachtschweinen vor, um schweinehaltende
Betriebe nach dem Anteil ihrer positiven Reagenten in entsprechende Kategorien
einzuteilen (49). Dabei kdénnen sowohl Serum- als auch Fleischsaftproben auf
Salmonellen-Antikérper untersucht werden. In einer explorierenden Studie von Leyk
etal. (2003) lieferten Serum- und Fleischsaftproben desselben Tieres annahernd
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identische Messwerte. Allerdings ist die korrekte Entnahme der Fleischsaftproben ein
wesentlicher Faktor fiir die Ubereinstimmung der Ergebnisse, da Beimengungen von
Blut zum Fleischsaft die optische Dichte der Testanséatze verfalschen (165, 166). In
Deutschland wird ausschlieBlich die ELISA-Technologie zum Nachweis von
Antikérpern gegen Salmonellen beim Schwein genutzt. Das gilt auch fir andere
europdische Staaten (177). Tabelle 3 zeigt den ersten kommerziell erhaltlichen ELISA
(SALMOTYPE® Fleischsaft ELISA) (242), der in Deutschland mittlerweile nicht mehr
verfigbar ist, sowie die vier derzeit in Deutschland zugelassenen ELISAs zum
indirekten Nachweis von Salmonelleninfektionen beim Schwein (Stand November
2009) (75, 242).
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Auch im danischen Salmonellenkontrollprogramm, dass auf Grund eines durch
S. Infantis im Mai 1993 hervorgerufenen humanen Salmonellose-Ausbruchs porcinen
Ursprungs mit mehr als 500 Erkrankungsféallen vom Ministerium fir Landwirtschaft und
Fischerei in Zusammenarbeit mit dem Danish Bacon and Meat Council zur
Uberwachung und Kontrolle von Salmonella enterica bei Schweinen ins Leben gerufen
wurde (18, 19, 186, 190, 253), bildet weniger der kulturell-bakteriologische
Salmonellennachweis, als vielmehr das serologische Monitoring mittels ELISA die
zentrale methodische Grundlage. Die Uberwachung der Schweinemastbestande auf
Salmonelleninfektionen erfolgt hierbei durch die Untersuchung von Fleischsaftproben
auf spezifische Antikérper in einem indirekten ELISA (18, 63, 79, 80, 190). Das
Programm zur serologischen Kontrolle der Mastschweinebestande wurde in Déne-
mark, der europaweit fUhrenden schweineexportierenden Nation, im Jahr 1995
gestartet (71, 188, 251). Ziel war es, Schweinebestande mit einer hohen Seroprava-
lenz schnell zu identifizieren und zu maBregeln (3). Zusatzlich werden in Danemark
sowohl die Futtermittelhersteller, als auch die Zucht- und Vermehrungsbetriebe und
letztendlich auch die Schlachtung UGberwacht. Programme, mit denen die
Lebensmittelproduktion liickenlos auf jeder Stufe Uberwacht wird, sind laut WHO die
wichtigsten Konzepte zur erfolgreichen Bekampfung der sogenannten ,Foodborne
Diseases” (88).

Vom Déanischen Laboratorium fir Veterindrdiagnostik und Veterinarforschung in
Kopenhagen wurde ein ELISA zur Anwendung bei Fleischsaft- und Blutproben
entwickelt und bei der Reduzierung des Salmonellenvorkommens erfolgreich
eingesetzt. Bei der Etablierung dieses Danish Mix-ELISA wurden in wiederholten
ELISA-Ansatzen, unter Verwendung eines Mischantigens, aus den Keimen von
S. Infantis und S. Typhimurium, die Serum-Titer von drei Schweinen mit einer
Uberstandenen  S. Typhimurium-Infektion und von drei Schweinen mit einer
Uberstandenen S. Infantis-Infektion (Vergleichsseren) gemessen und die mittlere
optische Dichte fur jedes der drei Vergleichsseren berechnet. Der Mittelwert des am
starksten reagierenden Serums wurde als 100 % angesetzt. Dann wurden die
optischen Dichten aller anderen Serumproben auf dieser Basis in Prozentwerte
umgerechnet. Jedem Serum wurde damit ein bestimmter Antikérperprozentsatz
zugeordnet. Da der Antikérperprozentsatz durch die relative optische Dichte definiert
ist, ergibt sich zwischen Antikdérperprozentsatz und mittlerer optischer Dichte der
Vergleichsseren eine lineare Regression, die durch den Nullpunkt geht und einen
Korrelationskoeffizienten von eins hat (d. h. alle Punkte liegen auf einer Geraden). Die
betreffenden  Vergleichsseren werden auf jeder =zur Untersuchung von
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Fleischsaftproben eingesetzten Mikrotiterplatte mitgefiihrt und aus den fir sie
ermittelten optischen Dichten und den vorgegebenen Antikérpertiterwerten wird eine
fir die betreffende Platte gultige lineare Regression berechnet. Anhand dieser
Regression erfolgt dann die Umrechnung der fiir die Proben gemessenen optischen
Dichten in Antikérperprozentwerte. Da es sich bei den vorgegebenen Antikérper-
prozentwerten der Vergleichsseren nicht um von der Methode unabhangige
prozentuale Antikdrperkonzentrationen, sondern um prozentuale Extinktionen handelt,
besteht auch keine lineare Beziehung zwischen dem im Fleischsaft-ELISA ermittelten
Antikdrperprozentsatz und der wirklichen Antikérperkonzentration in der Probe. Ein
Wert von 40 OD % bedeutet nicht, dass die Antikdrperkonzentration viermal so hoch ist
wie bei einem Wert von 10 OD % (256). Die im Danish Mix-ELISA gemessene optische
Dichte einer Probe wird also in Prozent der Extinktion eines auf jeder Mikrotiterplatte
mitlaufenden Standards umgerechnet und in dieser Form als MaBzahl der Antikérper-
Konzentration herangezogen. Der ermittelte Wert gibt somit nur die optische Dichte
einer Probe und nicht die prozentuale Antikérper-Konzentration an. Da sich optische
Dichte und Antikérper-Konzentration nicht linear zueinander verhalten, ergeben sich
Unterschiede zwischen den Antikdrper-Prozentwerten und der tatsachlichen Anti-
kérperkonzentration. Das bedeutet beispielsweise, dass eine Fleischsaftprobe mit
einem Antikérper-Prozentwert von 40 % nicht doppelt so viele Salmonellen-Antikérper
enthalt wie eine Fleischsaftprobe mit dem Antikérper-Prozentwert von 20 % (255).

Die Validierung und Standardisierung von Testsystemen sowie die Vergleichbarkeit der
mit ihnen erzielten Messergebnisse sind Grundvoraussetzungen, um Tests zur
Grundlage eines landesweiten Monitoring- und Bekdmpfungsprogrammes zu machen.
Die Chance, dass aufgrund der methodischen Unterschiede systematisch unter-
schiedliche Messwerte erzielt werden, ist in Deutschland derzeit ungleich gréBer als in
Danemark (256). Denn innerhalb Danemarks sind sogar die ermittelten Salmonellen-
Antikdrpertiter unmittelbar miteinander vergleichbar, was dadurch erleichtert wird, dass
alle Analysen im gleichen Labor unter Nutzung der gleichen Materialien und der
gleichen Kontroll- bzw. Standardseren durchgefiihrt werden. Dagegen werden die Blut-
und Fleischsaftuntersuchungen in Deutschland zur Zeit von mehreren Untersuchungs-
einrichtungen unter Nutzung verschiedener Testsysteme bzw. Testkits bewaltigt. Erste
Ringversuche und Leistungsvergleiche der verschiedenen ELISA-Systeme zeigten,
dass die erzielten Ergebnisse sowohl zwischen den einzelnen Untersuchungsstellen
als auch zwischen den verwendeten Testsystemen erheblich differieren. Zweifel, die
hinsichtlich der Vergleichbarkeit der Befunde und auch der Einheitlichkeit bei der
Kategorisierung der Betriebe geduBert wurden, scheinen daher berechtigt.
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Im ersten internationalen Ringversuch im Jahre 2001 wurden die finf Kalibrierungs-
seren des Danish Mix-ELISAs von zwdlf verschiedenen Einrichtungen untersucht.
Diese benutzten dazu unterschiedliche ELISA-Testsysteme. Im Ergebnis wurde nur
das stark positive und das deutlich negative Serum von allen Laboratorien korrekt
identifiziert. Von den zwdlf Untersuchungseinrichtungen testeten nur funf Teilnehmer

alle finf Serumproben korrekt (271).

In Versuchen von Camitz etal. (2001) wurden 163 Fleischsaftproben aus den
Vereinigten Staaten und 30 Fleischsaftproben aus Deutschland mit dem HerdChek-
ELISA (IDEXX LABORATORIES) gemessen und die Ergebnisse mit denen in einem
anderen kommerziell erhaltlichen ELISA verglichen. Der andere ELISA wurde in der
betreffenden Publikation nicht namentlich erwahnt. Der Cut off-Wert fir die
Positiv / Negativ-Bewertung wurde im HerdChek-ELISA auf 10% und beim
kommerziell erhaltlichen Vergleichstest auf 40 % festgelegt. Bei den amerikanischen
Fleischsaftproben ergab sich eine Ubereinstimmung von 87 %, bei den deutschen
Fleischsaftproben lag die Ubereinstimmung bei 83 % (57).

Eine &hnliche Studie befasste sich mit dem Leistungsvergleich des HerdChek-ELISA
mit einem zweiten, kommerziell erhaltlichen ELISA, der nicht naher spezifiziert wurde.
Die Serumproben stammten zum einen von Schweinen aus Danemark, die mit
S. Panama, S. Typhimurium, S. Livingstone oder S. Brandenburg infiziert worden
waren, zum anderen wurden Serumproben von Schweinen aus den U.S.A. verwendet,
die mit S. Choleraesuis, S.Infantis oder S. Typhimurium infiziert waren. Mit dem
HerdChek-ELISA konnten Salmonella-Antikérper bereits ab dem 7. Tag p. infect.
nachgewiesen werden, zumindest bei den mit S. Typhimurium und S. Livingstone
infizierten Tieren. Ab dem 14. Tag p. infect. reagierten auch die anderen Serumproben
positiv. Dagegen reagierten in dem anderen ELISA U(berhaupt nur die mit
S. Brandenburg und S. Typhimurium infizierten Tiere serologisch positiv. Bei den
Versuchen mit den Serumproben aus den U.S.A. waren mit dem HerdChek-ELISA
bereits ab dem 3. Tag p.infect. Antikdrper gegen Salmonellen nachweisbar
(S. Typhimurium infizierte Schweine) und ab dem 10. Tag p. infect. bei mit
S. Choleraesuis und S. Infantis infizierten Schweinen. Die S. Typhimurium infizierten
Schweine reagierten auch in dem anderen ELISA ab dem 3. Tag p. infect. seropositiv,
die mit S. Choleraesuis oder S. Infantis infizierten Tiere reagierten jedoch stets negativ
(57).
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Eine Modifikation des danischen Mix-ELISA stellt der SALMOTYPE®-ELISA der
Labordiagnostik Leipzig GmbH dar, der in Deutschland fir die Untersuchung von
Fleischsaftproben und Serumproben genutzt wird (264). Beim Leistungsvergleich des
SALMOTYPE®-ELISA mit dem Fleischsaft-ELISA des Bundesinstitutes fiir gesund-
heitlichen Verbraucherschutz und Veterinarmedizin (BgVV) wurden die Ergebnisse von
sieben Testseren miteinander verglichen. Alle sieben Testseren ergaben im
SALMOTYPE®-ELISA héhere Extinktionen als im BgVV-ELISA. Dennoch beurteilten
beide Testsysteme Ubereinstimmend die beiden gleichen Seren positiv und die fiinf
gleichen negativ (118).

Ein weiterer in Deutschland zugelassener Test zum Nachweis von Salmonellen-
Antikérpern im Fleischsaft oder Serum von Schweinen ist der Enterisol®-ELISA
(Boehringer Ingelheim). Mit diesem ELISA wurden in einem Ringversuch, an dem
deutschlandweit zehn Laboratorien teilnahmen, je funf Fleischsaftproben und finf
Serumproben, die den Bereich von negativ UOber fraglich bis positiv abdeckten,
mindestens im Doppelansatz untersucht. Bei eindeutig positiven und eindeutig
negativen Proben konnte eine 100 %ige Ubereinstimmung zwischen den Laboratorien
erzielt werden. Bei den beiden Proben, deren Titer im Bereich des Cut off-Wertes
lagen, wurden unterschiedliche Resultate erzielt. Die Fleischsaftprobe wurde von vier
Laboratorien negativ und von sechs Laboratorien positiv bewertet. Die Serumprobe
bewerteten nur zwei Laboratorien positiv die restlichen negativ (157, 158). Des
Weiteren wurden ein laboreigener ELISA und zwei weitere kommerzielle ELISAs (in
der Publikation nicht namentlich erwahnt) sowie der Enterisol®-ELISA miteinander
verglichen. Mit dem Enterisol®-ELISA und dem laboreigenen ELISA wurden drei der
zehn Proben unterschiedlich bewertet. Der Vergleich des Enterisol®-ELISA mit dem
kommerziellen ELISA 2 ergab eine vollstandige Ubereinstimmung. Dagegen stimmte
der Enterisol®-ELISA mit dem kommerziellen ELISA 3 nur bei einer von fiinf
untersuchten Fleischsaftproben tberein (157).

In einer anderen Studie aus Deutschland wurden vier verschiedene ELISA-
Testsysteme mit Hilfe von 30 Schweine-Fleischsaftproben verglichen. Die Proben
waren zuvor bereits einmal untersucht worden, sodass ,Originalergebnisse” bekannt
waren. Die Fleischsaftproben deckten den kompletten Wertebereich von negativ Uber
fraglich bis positiv ab. Bei allen drei probeweise angelegten Cut off-Werten (10 %,
20 %, 40 %) differierten die Tests in den erzielten Ergebnissen erheblich voneinander
(Tabelle 4). Aufféllig war unter anderem, dass mit dem HerdChek-ELISA fast immer
die wenigsten Proben als seropositiv getestet wurden (20).
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Tabelle 4
Zusammenfassung der Ergebnisse in der Fleischsaft-ELISA-Vergleichsstudie
von Ballagi (2002) (20)

Quote der seropositiven Reagenten (Ngesamt = 30)

Cut off-Wert Original  HerdChek- ELISAA  ELISAB  ELISAC
Ergebnisse ELISA
10 OD % 70 % 53 % 93 % 73 % 82 %
20 OD % 60 % 37 % 53 % 43 % 64 %
40 OD % 47 % 23 % 40 % 20 % 46 %

In einer belgischen Studie wurden von 20 zuféllig ausgewahlten Schweinebestanden
mit geschlossenen Haltungssystemen jeweils 33 oder 34 Blutproben entnommen. Die
insgesamt 661 Blutproben wurden mit den drei folgenden indirekten ELISAs auf
Salmonellen-Antikérper untersucht: 1. Chekit Salmonella-Sero der Firma Dr. Bommeli,
Liebefeld-Bern, Schweiz; 2. HerdChek-ELISA, IDEXX LABORATORIES, Osterbybruk,
Schweden; 3. Covalent Mix ELISA Salmonella ab, Firma Svanova Biotech, Uppsala,
Schweden. Mit dem HerdChek-ELISA wurden 44 % der Proben, mit dem Covalent Mix
ELISA Salmonella ab 28,3 % und mit dem Chekit Salmonella-Sero 15 % der Proben
als serologisch positiv bewertet. Ein Bestand wurde als Salmonella-positiv eingestuft,
wenn sich auch nur eine einzige Probe im Bestand als serologisch positiv erwies.
Demnach waren 45 % (HerdChek-ELISA), 100 % (Covalent Mix ELISA Salmonella ab)
und 85 % (Chekit Salmonella-Sero) der Bestande als positiv zu klassifizieren (272).

Mejia etal. (2003) verglichen den SALMOTYPE®-ELISA (Labordiagnostik Leipzig,
Deutschland) und den Salmonella ab ELISA (Svanova Biotech, Uppsala, Schweden)
miteinander. Bei der vergleichenden Untersuchung von 361 Serumproben von
Schweinen stimmten die beiden Tests zu 59,6 % miteinander Gberein (176).

Neueste Studien von Rdésler et al. belegten ebenfalls die teilweise stark voneinander
abweichenden Sensitivititen der ELISA-Systeme, die insbesondere bei den mit
S. Infantis und S. Derby infizierten Tieren um bis zu 60 % voneinander differierten.
Zum Einsatz kamen der HerdChek-ELISA, der SALMOTYPE® Pig STM-WCE ELISA,
der SALMOTYPE® Pig Screen ELISA und der Enterisol®-ELISA. Insbesondere bei den
S. Infantis und S. Derby infizierten Tieren offenbarten die Tests deutliche Schwéchen,
denn bis zum 95. Tag p. infect. wurde die Mehrzahl der mit S. Infantis und S. Derby
infizierten Tiere nicht erkannt. Der Ganzzelllysat-basierte SALMOTYPE® Pig STM-
WCE ELISA war hingegen in der Lage, schon frihzeitig die meisten dieser Tiere als
Salmonellen infiziert zu erkennen (235).
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2.2 Campylobacter spp.
2.2.1 Taxonomie und Erregereigenschaften

1886 entdeckte und beschrieb Theodor Escherich im Zusammenhang mit Diarrhoe bei
Sauglingen erstmals Mikroorganismen, die denen ahneln, die wir heute als Vertreter
der Gattung Campylobacter kennen (74). 1913 wiesen McFaydean und Stockman auf
ahnliche Erreger hin, die sie aus abortierten Foeten isolieren konnten und
bezeichneten sie als Vibrionen (281). Seit der ersten Beschreibung einer lebensmittel-
bedingten Infektion mit Campylobacter spp. von Skirrow (1977) erkennt man immer
mehr die groBe medizinische und veterindrmedizinische Bedeutung dieser Erreger-
gruppe (249).

Campylobacter sind gramnegative Stabchenbakterien mit einer GréBe von 0,2 -
0,5 um x 0,5 - 5,0 um und schlanker, stdbchenahnlicher, gewundener Gestalt (16, 84,
132, 214, 233). Das Wort Campylobacter stammt aus dem Griechischen, (kampylos)
und bedeutet gekrimmt (132). In Zellkulturen kénnen Campylobacter kokkoide Formen
annehmen (30, 132, 138). Durch ihre monotriche BegeiBelung an einem oder an
beiden Zellpolen kdnnen sie sich in schraubigen Bewegungen fortbewegen (132). Die
Erreger bilden keine Sporen und vermehren sich gut unter mikroaerophilen bis
anaeroben (3-15% O,, 3 -5 % CO,) Bedingungen (132, 233, 295). Aufgrund ihres
Wachstumsverhaltens bei unterschiedlichen Bebritungstemperaturen wird zwischen
sogenannten ,thermophilen“ Campylobacter-Arten (Wachstumsoptimum 37 °C — 42 °C)
wie C. jejuni, C. coli, C. lari und C. upsaliensis und ,nicht thermophilen® Arten (25 °C -
37 °C) wie C. fetus und C. sputorum unterschieden (27, 202, 233). Die Erreger sind
weder in der Lage Kohlenhydrate zu fermentieren, noch diese zu oxidieren (233). Sie
sind Oxidase-positiv, reduzieren Nitrat und bilden Katalase (30).

Die Familie der Campylobacteriaceae gehért zu den Eubacterien und umfasst vier
Genera: Campylobacter, Arcobacter, Sulfurspirillum und Thiovulum (180). Die
Taxonomie der Campylobacter-Spezies war schwierig und wurde in der Vergangenheit
mehrfach gedndert. Die Spezies-Diskussion ist derzeit immer noch nicht beendet.
Tabelle 5 gibt einen Uberblick tiber die Einteilung der verschiedenen Campylobacter—
Arten, deren Wirtsspektrum und den durch sie ausgelésten Erkrankungen bei Mensch
und Tier nach Wieler et al. (2003) (293).
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Tabelle 5
Nomenklatur der Gattung Campylobacter (Wieler et al. 2003) (293)
Campylobacter sp. Tierisches Krankheiten Krankheiten
Wirtsspektrum beim Menschen beim Tier
C. jejuni subsp. Rind, Hund, Katze, Gastroenteritis, Gastroenteritis
Jjejuni Wildvégel, Pinguin, Septikamie, (Katze, Hund),
Schimpanse, Nerz, Meningitis, Abort, Hepatitis (Pute)
Bussard, Sperling, Insekten,  Proktitis, Guillain-
Wasser, Fuchs, Hase, Pute, Barré-Syndrom,
Schwein, Dachs, Nager Miller-Fisher-
Syndrom
C. jejuni subsp. unbekannt Enteritis, Septikdmie ~ unbekannt
doylei bei Kindern und HIV
Patienten
C. coli Schwein, Wasser, Schaf, Gastroenteritis, Gastroenteritis
Rind, Pute, Vogel Septikamie
C. hyoilei Schwein keine Proliferative Enteritis

C. upsaliensis

C. helveticus
C. lari
C. hyointestinalis

subsp.
hyointestinalis

C. hyointestinalis
subsp. lawsonii

C. mucosalis

C. sputorum biovar
sputorum,
paraureolyticus,
faecalis

C. lanienae

C. concisus

Hund, Katze, Affe, Ente

Katze, Hund

Hund, Katze, Pute, Affe,
Muschel, Auster

Schwein, Rind, Hirsch,
Rentier, Hamster, Gorilla,
Elefant, Makake,
Orangutan, Schimpanse

Schwein, Pute, Wildvogel

Schwein

Rind, Schwein, Schaf

Schwein

unbekannt

Enteritis, Abort,
Abszess, Septikamie

keine
Enteritis, Septikdmie
Enteritis, Septikdmie

bei Kindern und HIV
Patienten

keine

keine

Abszess,
Gastroenteritis

keine

Periodontitis,
Gastroenteritis

Gastroenteritis
(Hund, Katze)

Gastroenteritis

Gastroenteritis

Enteritis (Schwein,
Rind, Hirsch)

unbekannt

nekrotisierende
Enteritis

unbekannt

unbekannt

unbekannt

(Fortsetzung nachste Seite)
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Tabelle 5 (Fortsetzung)

Campylobacter sp. Tierisches Krankheiten Krankheiten
Wirtsspektrum beim Menschen beim Tier

C. rectus unbekannt Periodontitis unbekannt

C. curvus unbekannt Periodontitis unbekannt

C. showae unbekannt Periodontitis unbekannt

C. gracilis unbekannt Periodontitis, unbekannt
Empyem, Abszess

C. fetus subsp. Rind, Schaf Septikamie, Spontaner Abort bei

fetus Gastroenteritis, Abort, Kiihen und Schafen
Meningitis

C. fetus subsp. Rind Septikémie Infektidse Infertilitat

venerealis bei Kiihen

VanDamme et al. (2001) und On (2005) fiihrten im Gegensatz zu Wieler et al. (2003)
C. hyoilei nicht als eigene Campylobacter Spezies auf, sondern als eine C. coli-Varian-
te, die vor allem bei der proliferativen Enteritis des Schweins isoliert werden kann (195,
269). Andererseits erkannte On (2005) C. hominis als eigene Spezies an (195). In
Untersuchungen von Lawson et al. (2001) wurde C. hominis bei gesunden Menschen
deutlich haufiger im Faeces gefunden, als bei an Diarrhoe erkrankten. Diese
Beobachtung legte die Vermutung nahe, dass es sich bei diesem Mikroorganismus um
einen Kommensalen des Darmes handelt, der mdglicherweise die Besiedelung des
Darmes mit pathogenen Campylobacter-Spezies (z.B. C. jejuni, C. coli) verhindern
kann (159). Bei Meeressaugern fanden Foster et al. (2004) eine weitere neue Spezies,
fir die sie den Namen C. insulaenigrae vorschlugen (86).

Campylobacter sind anspruchsvolle Bakterien und obligat wirtsstéandig. C. jejuni und
C. coli sind primar als Darmkommensalen anzusehen, die die intestinale Mucosa vieler
warmblitiger Wirbeltiere besiedeln kdnnen, einschlieBlich bei den zur Fleisch-
gewinnung gehaltenen Haustieren (44, 120, 185, 196). Zu den wichtigsten Erreger-
reservoiren gehdren dabei vor allem Végel. Im Gegensatz zu Salmonellen kénnen sie
sich auBerhalb des Wirtsorganismus in den Ausscheidungen nicht vermehren, sondern
nur eine gewisse, von den jeweiligen Umweltbedingungen abhangige Frist Gberleben
und infektidés bleiben (218). Gleichwohl fand man thermophile Campylobacter-Arten in
Uber 50 % der Proben aus Flusslaufen und Teichen, in denen sie bis zu 14 Tagen
Uberlebensfahig waren. Neben fékal kontaminierten Lebensmitteln stellen deshalb
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auch entsprechend verschmutzte Oberflachengewéasser (z.B. Badeseen) mdgliche
Ansteckungsquellen fir den Menschen dar (67, 74, 102, 267). Sonneneinstrahlung,
Trockenheit, Warme und niedriger pH-Wert beeintrachtigen die Uberlebensfahigkeit
der C.-Arten nicht nur in der Umwelt, sondern auch in kontaminierten Lebensmitteln.
C. jejuni Uberlebt in der Umwelt etwas langer als C. coli (74). Bei Temperaturen von
+10 °C bis +30 °C sterben die Erreger langsam ab (120, 279). Campylobacter spp.
kénnen bei suboptimalen Bedingungen in einen lebensfahigen, jedoch nicht
kultivierbaren Zustand Ubergehen (“viable but non-culturable®). Es ist nicht geklart, ob
die Erreger in diesem Zustand noch virulent sind oder erst durch die Inokulation in
einen empfanglichen Wirt wieder in einen virulenten und auch kultivierbaren Zustand
Uberfihrt werden missen (279).

Die Adhé&sion von C. coli und C. jejuni an Darmepithelzellen, die Beweglichkeit, die
Chemotaxis, das Toxinbildungsvermégen sowie das Invasionsvermdgen und das
Uberleben in Darmepithelzellen sind wichtige Virulenzeigenschaften, die an der
Pathogenese von Campylobacter-bedingten Erkrankungen beteiligt sind (38, 117, 119,
244, 284). Die Anndherung der Bakterien an die Wirtszelle ermdglichen die Flagellen
(81, 117, 244). Das Flagellum von C. jejuni besteht wie bei anderen beweglichen
Bakterienarten aus den drei Einheiten Basalkérper, Haken und Filament. Das Filament
von C. coli und C. jejuni setzt sich allerdings aus zwei Proteinen zusammen, die als
FlaA und FlaB bezeichnet werden. Die Beweglichkeit von Campylobacter Korreliert
positiv vor allem mit der Synthese von FlaA-Protein (145). Ob Strukturkomponenten
der Flagellen als regelrechte Adhasine von C. jejuni dienen, ist gegenwadrtig noch
unklar. Nach der Adhasion an die epitheliale Wirtszelle ist der GeiBelapparat an der
Internalisation und Dissemination beteiligt (117, 244). Bei C. jejuni konnten mittlerweile
auch einige Adhasionsfaktoren identifiziert werden. De Melo und Pechére (1990)
entdeckten vier &auBere-Membran-Proteine (outer membrane proteins, OMPs) mit
Molekularmassen von 28, 32, 36 und 42 kDa, die eine Rolle bei der Anheftung von
C. jejuni an die Epithelzellen des Darmes spielen (73). Fur die Bindung an die
intestinalen Epithelzellen ist auch das von Konkel et al. (1997) identifizierte Protein
CadF (Campylobacter adhesion to fibronectin) mit einer Molekularmasse von 37 kDa
erforderlich (145, 147). Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass die Interaktion
dieses &uBere-Membran-Proteins mit dem Fibronektin, einem Bestandteil der
Zellmembran von Epithelzellen, die Internalisierung des Bakteriums in die Epithelzelle
verstarkt (147). CadF konnte bei allen von Konkel et al. (1999) untersuchten C. jejuni-
und C. coli-Stdmmen nachgewiesen werden (146). Einen weiteren sehr friih erkannten
Pathogenitatsfaktor stellt das Lipopolysaccharid (LPS) von C. jejuni dar, das dem
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Bakterium als Adhasin dient (175). Jin et al. (2001) identifizierte mit JIpA (JIpA = jejuni
lipoprotein A) eine weitere Oberflachenstruktur als Adhasin. Bei JIpA handelt es sich
um ein Lipoprotein mit einer Molekularmasse von 42,3 kDa, welches die Adharenz an
Darmepithelzellen vermittelt (137). Als Virulenzeigenschaft von C. jejuni wird auch die
Chemotaxis angesehen, die unter anderem von den Genen cheY, chetA und chetB
determiniert wird (6, 101).

Die Fahigkeit, in die Epithelzellen der Darmschleimhaut einzudringen und durch sie
hindurch (transzelluldr) in die darunter liegenden Gewebeschichten zu gelangen, ist
eine weitere wichtige Virulenzeigenschaft von C. jejuni und C. coli (233). Das wie bei
den Salmonellen auch hier als Invasion bezeichnete Phanomen beruht auf dem
Zusammenspiel verschiedener bakterieller Faktoren, von denen bisher erst wenige
néher charakterisiert werden konnten. Eines der zuerst entdeckten Invasionsgene von
C. jejuni war ciaB (ciaB = Campylobacter invasion antigen B). Das Gen ciaB codiert fir
ein Protein aus 610 Aminosauren und einer Molekularmasse von 73,2 kDa (146). Eine
weitere Vorraussetzung fir die Invasivitdt von Campylobacter-Arten ist ein strukturell
und funktional intakter GeiBel-Syntheseapparat (104). Dies geht auch aus Unter-
suchungen von Konkel et al. (2004) hervor, die zeigten, dass der invasive Phanotyp bei
C. jejuni von der Sekretion der “Campylobacter Invasion Antigens* (Cia) abhangig ist
und diese wiederum einen funktionsfahigen Apparat fir den Export- und die Montage
der GeiBelkomponenten voraussetzt (144). C. jejuni bendétigt ferner auch das Protein
Cjp29 fir seine Invasivitat. Die Tatsache, dass Cjp29 intrazellular in der Wirtszelle
gefunden wurde [&4Bt vermuten, dass dieses Protein durch ein Typ-1V-Protein-
sekretionssystem von C. jejuni direkt in die Zielzelle transloziert wird. AuBerdem ist fir
das Erreichen der vollen Invasivitat ein Protein erforderlich das in seiner Primarstruktur
einer UDP-Glucose-Dehydrogenase ahnelt (29). Nach der Invasion findet man C. jejuni
in membrangebundenen Vakuolen oder frei im Cytoplasma vor (236). Damit die
eingedrungenen Bakterienzellen intrazellular Uberleben, scheint unter anderem eine
von den Keimen gebildete Superoxid-Dismutase erforderlich zu sein (72, 97). Speziell
fir das Uberleben in Makrophagen setzt C. jejuni auBerdem auch eine Katalase ein,
die den Zerfall von Wasserstoffperoxid in Sauerstoff und Wasser katalysiert und somit
der Bildung bakterizider Stoffwechselprodukte durch die Wirtszelle entgegenwirkt (72).
Die Invasion in Darmepithelzellen ist ein entscheidender Mechanismus, mit dem
Campylobacter-Arten die epitheliale Barriere der Darmschleimhaut Uberwinden
kénnen. Neben diesem transzellularen Eintritt konnte bei C. jejuni aber auch die
parazellulare Invasion beobachtet werden, bei dem Bakterienzellen zwischen zwei

benachbarten Epithelzellen hindurch gelangen (145).
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Ebenso wie andere gramnegative Bakterien weisen thermophile Campylobacter-Arten
Lipopolysaccharide in ihrer Zellwand auf, die als Endotoxine wirken kénnen (250).
DarUberhinaus bilden einige Campylobacter-Arten wie C. coli, C. jejuni, C. upsaliensis,
C. fetus und C. lari ein hitzestabiles, Trypsin-sensitives Cytotoxin, das als “cytolethal
distending toxin“ (CDT) bezeichnet wird. Die CDT-Produktion ist von den drei Genen
CdltA, cdtB, cdtC abhéangig, die fir Proteine mit einer molekularen Masse von 30, 29
und 21 kDa codieren (69, 145, 284). Obwohl des CDT bereits genetisch definiert und
gut charakterisiert ist, ist seine biologische Bedeutung in der Pathogenese der
Campylobacteriose noch ungeklart (46, 2). Das Gleiche qilt fir ein weiteres, bei
C. jejuni gefundenes Cytotoxin mit Namen “cytolethal rounding toxin“ (CRT) (119).
Experimentelle Untersuchungen und klinische Beobachtungen weisen auBerdem auf
die Produktion von hepatotoxischen Faktoren bei C. jejuni hin (143, 284). Im
Unterschied zu vielen anderen bakteriellen Enteritiserregern sind die genauen
Mechanismen, mit der die enteropathogenen Campylobacter-Arten Diarrhoe auslésen,
noch nicht genauer bekannt (2).

2.2.2 Vorkommen von Campylobacter-Infektionen beim Menschen in
Deutschland

In den letzten Jahren sind Campylobacter spp. als Erreger von Erkrankungen beim
Menschen und bei Tieren weltweit vermehrt wahrgenommen worden (17). Nach der
Meldestatistik des Robert-Koch-Institutes waren Campylobacter spp. im Jahr 2005
sogar erstmals vor den Salmonellen die haufigste Ursache fir Félle von Enteritis
infectiosa bei Menschen in Deutschland (228). Diese Situation entspricht weitgehend
dem internationalen Trend (16, 95, 128, 168, 197). Auch in GroBbritannien, den
Niederlanden, Déanemark, Kanada und teilweise auch in den U.S.A. haben
Campylobacter spp. die Salmonellen von ihrer fihrenden Position als Erreger von
Magen-Darm-Erkrankungen verdrangt (267). Auch in vielen Urlaubslandern kommen
enteropathogene Campylobacter spp. haufig vor, weshalb sie regelmaBig eine wichtige
Ursache der Reisediarrhoe sind (84).

Das frihere Bundesinstitut fir gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinar-
medizin in Berlin berichtete bereits 1998, dass die Zahl der nach dem damals guiltigen
Bundesseuchengesetz meldepflichtigen Félle von humaner Campylobacteriose in
Deutschland in den drei Jahren zuvor fast auf das Doppelte angestiegen sei (45).
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Insbesondere bei Gruppenerkrankungen durch C. jejuni wurde in zunehmendem MaBe
der Verzehr kontaminierter Rohmilch als Ursache ermittelt. So erkrankten z.B. im April
2000 in Sachsen-Anhalt 28 Kinder und drei Betreuer bei einem Erlebnisausflug auf
einen Bauernhof nach dem Verzehr von Rohmilch an Campylobacteriose (268). 2001
lag die Inzidenz in Deutschland bereits bei durchschnittlich 66,2 Erkrankungen pro
100.000 Einwohner. AuBerdem wurden 559 Haufungen von Campylobacter-Enteritiden
mit insgesamt 1.219 Erkrankungen gemeldet. Diese Zahl schloss 15 Haufungen mit
finf oder mehr Erkrankungsfallen ein (220). Im Jahr 2002 betrug die bundesweite
Inzidenz 68,4 Erkr./100.000 Einw., in 2003 58 Erkr./ 100.000 Einw. (221, 222). Im
Jahr 2005 war die Inzidenz der Campylobacteriosen erneut héher und lag mit 75,3
Erkr./ 100.000 Einw. um 13 % Uber dem Median der Vorjahre 2001 —2004 (66,9
Erkr./ 100.000 Einw.) (225). In diesem Jahr wurden auBerdem 758 Haufungen von
Campylobacter-Enteritiden mit 2.010 Erkrankungen Ubermittelt, wobei 5 % der
Haufungen mindestens finf Patienten umfassten. Dies waren 200 Haufungen mehr als
in 2004 (225, 228). Nach dem deutlichen Anstieg in 2005 war die Inzidenz in 2006 mit
52.035 registrierten Erkrankungen dann wieder etwas geringer (227), um in 2007 mit
65.785 Fallen erneut anzusteigen (231).

Beim Vergleich der Bundeslander sind regelmaBig erhebliche Unterschiede festzu-
stellen. So verzeichneten beispielsweise Hamburg (131,9 Erkr. / 100.000 Einw.), Berlin
(115,7 Erkr./100.000 Einw.), Sachsen (94 Erkr./100.000 Einw.), Mecklenburg-
Vorpommern (87,9 Erkr./100.000 Einw.), Tharingen (85,7 Erkr./100.000 Einw.),
Brandenburg (82,6 Erkr./100.000 Einw.), Schleswig-Holstein (80,6 Erkr./100.000
Einw.) und das Saarland (78,9 Erkr./100.000 Einw.) im Jahr 2001 Inzidenzen, die
deutlich Uber dem Bundesdurchschnitt lagen (219). Aber auch bei der isolierten
Betrachtung der einzelnen Bundeslander ist der allgemein ansteigende Trend nachvoll-
ziehbar, so auch in Baden-Wiurttemberg. Im Jahr 2004 wurden dem RKI 54.839 Falle
von Campylobacter-Enteritis gemeldet, wobei 5.040 Meldungen aus Baden-Wirttem-
berg kamen (229). In 2005 waren es 5.827 gemeldete Falle (54,3 Falle / 100.000
Einw.) und in 2006 insgesamt 5.699 Falle (53,1 Falle / 100.000 Einw.) (227).

C. jejuni und C. coli sind mit weitem Abstand die beiden haufigsten Campylobacter-
Arten, die bei Menschen in Deutschland Magendarmprobleme verursachen, wobei
C. jejuni zahlenmaBig deutlich Uber C. coli dominiert (27, 41, 74, 95, 98, 182, 184, 221,
279, 295). C. jejuni ist deswegen heute einer der haufigsten Lebensmittelinfektions-
erreger Uberhaupt (233). Fur die in 2005 in Deutschland registrierten Meldungen lagen
bei 50.644 Fallen (81 %) genauere Angaben zur Spezies innerhalb der Gattung
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Campylobacter vor. Demnach wurden 74,8 % der Félle durch C. jejuni verursacht,
5,8 % von C. coli, 14,6 % durch C. jejuni/coli (nicht differenziert) und 0,8 % durch
C. lari. In weiteren 0,4 % der Félle wurden Stdmme von C. fetus subsp. fetus,
C. jejuni subsp. doylei, C. upsaliensis oder C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis,
C. butzleri isoliert und identifiziert (225, 228). Eine sehr ahnliche Haufigkeitsverteilung
wurde auch fir das Jahr 2006 festgestellt (227).

In Deutschland wie auch in anderen Landern der gemaBigten Klimazonen tritt die
Mehrzahl der Campylobacteriose-Félle wahrend der Sommermonate auf (279).
Interessanterweise sind Jungen und Manner in fast allen Altersgruppen haufiger
betroffen als Madchen und Frauen (Deutschland, 2005: 81,2 Erkr./100.000 Einw.
gegeniber 69,6 Erkr./100.000 Einw.) (225, 228). Dieser geschlechtsspezifische
Unterschied ist kein deutsches Phanomen. In der Steiermark waren beispielsweise
53,8 % der 4.631 zwischen 1996 und 2001 registrierten Patienten mannlich und nur
46,2 % weiblich (84). Noch deutlicher als das Geschlecht ist der Einfluss des
Lebensalters auf die Inzidenz der Campylobacter-Enteritis. So waren beispielsweise
Kinder im 12.-24. Lebensmonat in Deutschland in 2001 deutlich haufiger von
Campylobacter-Enteritis betroffen (208 Erkr./100.000 Einw.) als der Bevdlkerungs-
durchschnitt (66,2 Erkr./100.000 Einw.) (220). In 2005 wurde die Campylobacter-
Enteritis bei einjahrigen Kindern in Deutschland sogar mit einer Inzidenz von 221,7
Erkr. /100 000 Einw. registriert. Bemerkenswert war ein zweiter Gipfel bei den 20- bis
29-Jahrigen mit einer Inzidenz von etwa 110 Erkr./100.000 Einw. (228). AuBer
Kindern stellen immungeschwéachte und éltere Personen weitere Risikogruppen fir
Campylobacteriose dar (10, 218).

Die Bakterien der Gattung Campylobacter gelangen in der Regel auf dem oralen Wege
in den menschlichen Kérper und verursachen vorzugsweise Darmerkrankungen. Im
Vergleich zu den Salmonellen reicht bei C. jejuni eine wesentlich geringere Infektions-
dosis von nur ca. 500 Keimen aus, um eine Erkrankung beim Menschen auszulésen
(84, 218, 233, 248). Die Inkubationszeit betragt zwei bis sieben Tage, bevor typischer-
weise Bauchschmerzen und Durchfall auftreten (218, 221). Es lassen sich zwei Mani-
festationsformen unterscheiden. Im einen Fall handelt es sich eher um eine
entzindliche Enteritis mit Fieber und schleimigem, blutigem, leukozytenhaltigem
Durchfall, im anderen Fall Uberwiegt das Bild einer nichtentziindlichen, wassrigen
Diarrhoe ohne Blut und Leukozyten-Beimengungen (284). Die Campylobacteriose des
Menschen verlauft meist selbstlimitierend und dauert ein bis sieben Tage (11, 55, 110,
142, 218). Allerdings besteht die Infektion wahrend der Rekonvaleszenz meist fort und
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es kommt in dieser Phase auch zur Erregerausscheidung. Rezidive sind ebenfalls
haufig. Chronische und protrahierte Verlaufe betreffen meist immundefiziente und in
ihrer Resistenz geschwachte Personen. Als Spatfolgen der Campylobacter-Infektionen
kdénnen reaktive Arthritiden oder das Guillain-Barré-Syndrom auftreten (5, 55, 133, 205,
218, 237).

223 Vorkommen von Campylobacter spp. bei Schweinen und in
Schweinefleisch

Die Campylobacteriose des Menschen ist meist eine nahrungsmittelbedingte
Infektionskrankheit, wobei das nach gegenwartigem Kenntnisstand gréBte
Ansteckungsrisiko von kontaminierten Lebensmitteln tierischen Ursprungs ausgeht (15,
45, 163, 199, 200). So haben im Rahmen einer EU-finanzierten Studie zwolf von 18
europdischen Landern Uber insgesamt 158 Campylobacter-Ausbriiche im Zeitraum von
1995 bis 1998 berichtet. Bei 91 Ausbriichen (57,6 %) wurden kontaminierte Lebens-
mittel als Ursache ermittelt (219). Geflligelfleisch gilt diesbezlglich als besonders
risikobehaftet. Aktuelle Befunde aus Deutschland stitzen diese Einschatzung. So
teilten die deutschen Untersuchungsstellen gegentiber dem Bundesinstitut fir Risiko-
bewertung mit, dass sie Campylobacter spp. im Untersuchungsjahr 2005 aus rund
34 % der untersuchten Gefllgelfleisch-Planproben isolieren konnten. Dabei war Mast-
h&ahnchen-Fleisch besonders haufig belastet (42,1 % der Planproben) (125).

Die zoonotischen, thermophilen Campylobacter spp. kann man welweit auch bei
Hausschweinen vorfinden. Daher sind auch Schweine und die von ihnen gewonnenen
Lebensmittel als wichtige potentielle Campylobacter-Infektionsquellen fir den
Menschen anzusehen (290). Einige epidemiologische Untersuchungen deuten dabei
auf ein im Vergleich zu Wirtschaftsgefliigel erheblich geringeres Risiko hin. So betrug
die Campylobacter-Kontaminationsrate von Schweinefleisch in Deutschland im Jahr
2003 nur 2,7 % (124). In 2005 waren laut Zoonose-Trendbericht des Bundesinstituts
fir Risikobewertung (BfR) sogar nur 0,5 % der Schweinefleisch-Planproben Campylo-
bacter-positiv (125). Auf ein geringeres Risiko weist auch die Beobachtung hin, dass
bei Schweinen im Gegensatz zu Mensch und Wirtschaftsgeflligel vor allem die Spezies
C. coli vorkommt. Beispielsweise waren von den in 2005 ausdifferenzierten porcinen
Campylobacter-Isolaten nur 4,8 % der Spezies C. jejuni zuzuordnen, aber 86,2 % der
Spezies C. coli (125). Auch viele andere Untersucher berichteten von der relativ
groBen Belastung der Schweine mit C. coli (16, 67, 74, 79, 87, 95, 112, 127, 181, 182,
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201, 270, 289, 291, 295). Diese Daten sollten aber nicht dazu verleiten, Schweine in
ihrer Bedeutung fir die Epidemiologie von humanen Campylobacter-Infektionen zu
unterschatzen. Tatsachlich fanden manche Untersucher in bestimmten Schweine-
bestédnden auch C. jejuni sehr haufig vor, manchmal sogar in fihrender Rolle (7, 295).
In einigen Fallen waren Schweine auch gleichzeitig mit C. coliund C. jejuni infiziert (36,
95, 171). Beim Vergleich von porcinen Campylobacter-lsolaten mit der ERIC-PCR
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-PCR) und der RFLP konnte zudem
gezeigt werden, dass es in den Herden eine sehr groBe Mannigfaltigkeit an genetisch
unterschiedlichen Campylobacter-Stammen gibt. Ein Schwein konnte bis zu funf
verschiedene Stamme gleichzeitig beherbergen, im Verlaufe seiner Mast konnten
sogar bis zu acht Stdmme isoliert werden. Trotz der groBen Anzahl verschiedener
Genotypen gibt es in jedem Betrieb ein vorherrschendes Cluster verwandter Isolate
(94, 141, 288, 289, 290, 291).

Man sollte Gberhaupt einigen artspezifischen Pravalenzschatzungen fir Campylobacter
spp. mit einer gewissen Skepsis begegnen, da die Differenzierung der beiden Arten
C. coliund C. jejuni unsicher sein kann. Denn oftmals wird die Zuordnung zu einer der
beiden Arten nur biochemisch und allein anhand der Hydrolyse von Hippurat
vorgenommen. Das kann in der Routinediagnostik zu Fehleinschatzungen flhren,
obwohl der Test eigentlich eine Standardmethode zur Differenzierung von C. coli und
C. jejuni ist (21, 295). Mdéglicherweise variieren die Verbreitung und die Haufigkeit, mit
denen C. jejuni bei Schweinen vorkommt, von Betrieb zu Betrieb oder je nach
betrachteter geographischer Region. Dabei kann auch ein Zusammenhang mit GrdBe
und Art der Schadnagerpopulation in den Betrieben bestehen (295). Abgesehen
davon, dass also nicht nur C. coli, sondern auch C. jejuni bei Schweinen recht weit
verbreitet ist, entdeckten verschiedene Untersucher in den vergangenen 20 Jahren
auch, dass Campylobacter-Belastungen bei Schweinen und Schweinefleisch mit
groBer Haufigkeit nachweisbar sind. Die Ergebnisse einiger Untersuchungen sind in
den Tabellen 6 und 7 zusammengefasst.
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Tabelle 6

Isolierungsraten von Campylobacter spp. bei Schweinen (inkl. Kot von frisch
geschlachteten Tieren)

Land Art der Anzahl unter- Quote der Anmerkung Literatur-
untersuchten suchter Proben / | Campylobacter quelle
Schweine Schweine -infizierten
BRD klinisch gesunde 736 54,3 % 61,7 % C. coli; (153)
Schweine 38,3 % C. jejuni
BRD Ferkel 30 0 % (Tag der 0% (95, 96)
Geburt)
90 % (nach 3 100 % C. coli
Wo.)
Mastschweine 60 70 % - 93 % 100 % C. coli
BRD Mastschweine 1150 90 % 100 % C. coli (115)
BRD Schlachtschweine 360 (30 Sammel- 100 % C. spp. (201)
kotproben)
Schlachtschweine 60 80 %
BRD Schlachtschweine 383 64 % 100 % C. coli (7)
BRD Schlachtschweine 392 64,3 % 100 % C. coli (141)
BRD Sauen 68 33,8 % 30,9 % C. coli; (287)
4,4 % C. jejuni
Ferkel 256 80,9 % 71,1 % C. coli;
12,1 % C. jejuni
Mastschweine 354 64,7 % 71,3 % C. coli;
25,7% C. jejuni
Absetzer 362 89,2 % 28 % C. coli;
42,1 % C. jejuni
Oster- tauglich beurteilte 300 711 % 70,8 % C. coli; (240)
reich Schlachtschweine 0,3 % C. jejuni
Déne- Schweine 316 46 % 94,5 % C. coli; (182)
mark 4,1% C. jejuni
Nieder- Sauen 10 100 % C. spp. (290)
lande Ferkel der zehn 60 50 % (in der
Sauen ersten
Lebenswo.)
85 % (nach 4
Wo.)
Belgien Schweine versch. 150 34 % 100 % C. coli (40)

Alters

(Fortsetzung nachste Seite)
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Tabelle 6 (Fortsetzung)

Land Art der Anzahl unter- Quote der Anmerkung Literatur-
untersuchten suchter Proben / | Campylobacter quelle
Schweine Schweine -infizierten
Tsche-  Schlachtschweine 595 49 % 92,8 % C. coli (263)
chische (Caecumproben) 7,2% C. spp.
Republik
Kanada Mastschweine 850 78 % 91 % C. coli (111)
USA. erwachsene 50 76% 76,3 % C. jejuni; (295)
Schweine; 21 %C. coli
2,6 % C. lari
trachtige Sauen; 9 100 % 89 % C. jejuni;
11 % C. coli
Ferkel am Tag der 73 57,8 % 68,3 % C. coli
Geburt 31,7 % C. jejuni
entwohnte Ferkel 20 85 %, 82 % C. jejuni
18 % C. coli
USA. Mastschweine 60 1% C. spp. (98)
(konv.) 6
(ABF) 4 80 81 % C. spp.
Mastschweine
USA. Mastschweine 292 55,8 % 100 % C. coli (99)
Erlauterungen: (1: Tierkdrper-Oberflache. (2: vor Kihlung. (3: nach 24- stiindiger

Kuhlung auf 4°C. (4: Antimikrobiell frei. (5: Konventionell (nicht antimikrobiell frei)
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Tabelle 7

Isolierungsraten von Campylobacter spp. bei Schweinefleisch (inkl. Schlachttier-

korper, Tierkérperoberflache etc.)

Land Art der Anzahl der Quote der Anmerkung Literatur
untersuchten untersuchten Campylobacter- quelle
Schweine Schweine / | infizierten Schweine /
Proben Proben
BRD Tk-Oberflache 110 17,3 % 100 % C. coli (94)
Schweineleber 70 211 % 89,5 % C. coli
10,5 % C. jejuni
BRD Tk-Oberflache!! 1.150 20 % 100 % C. coli (115)
v.K.@
Tk-Oberflache(" 1.150 0%
n. K@
BRD Schweinefleisch 352 0,9 % 100 % C. coli (118)
BRD Schweinefleisch- 227 0% (7)
und Schweine-
hackfleisch-
produkte
Tk-Oberflache!! 383 21,1 % 93,8 % C. coli
v. K. @ 6,2 % C. jejuni
Tk-Oberflache!! 383 0,8 % 100 % C. jejuni
n.K@®
Tonsillen 239 251 % 100 % C coli
Lymphknoten 313 2,6 % 100 % C coli
Lebern 70 271 % 89 % C. coli
10,5 % C. jejuni
BRD Tk-Oberflache! 443 20,1 % C. spp. (141)
v.K.@
Tk-Oberflache!! 434 0,7 % 100 % C. coli
n.K@®
Darmbein-Lk 356 31% 100 % C. coli
Tonsillen 248 23,8 % 100 % C. coli
Teilstlicke zerlegter 24 0%
Schweine
Oster- Tonsillen, 300 71,1 % 27,9 % C. coli (240)
reich Gallenfluissigkeit Schweine 3,1% C. coli
Schweiz ~ Schweinefleisch 865 0,2% C. spp. (162)

(Fortsetzung néchste Seite)
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Tabelle 7 (Fortsetzung)

Land Art der Anzahl der Quote der Anmerkung Literatur-
untersuchten untersuchten Campylobacter- quelle
Schweine Schweine / | infizierten Schweine /
Proben Proben
Nieder- Schweinefleisch 524 0% 0% (276)
lande
USA. (ABF) ¢ Tk- 60 60 % C. spp. (98)
Oberflachet
v. K. @
(ABF) “Tk- 60 29 % C. spp.
Oberflache!!
n.K@®
(konv.)® Tk- 80 30 % C. spp.
Oberflache!!
v. K. @
(konv.) 6 Tk- 80 7% C. spp.
Oberflache!!
n.K@®
Erlauterungen: (1: Tierkérper-Oberflache. (2: vor Kiihlung. (3: nach 24- stiindiger

Kihlung auf 4 °C. (4: Antimikrobiell frei (5: Konventionell (nicht antimikrobiell frei)

Die mit C. coli oder C. jejuni infizierten Schweine scheiden die Erreger mit dem Kot
kontinuierlich oder intermittierend aus (95). Ferkel infizieren sich mit Campylobacter—
Bakterien bereits sehr friih in ihrem Leben. Nach Untersuchungen von Weijtens et al.
(1997) sind in betroffenen Bestanden bereits ca. 50 % der Ferkel am Ende der ersten
Lebenswoche infiziert, am Ende der vierten Woche mindestens 80 % (289, 290). Die
Muttersau ist dabei offenbar eine wichtige Ansteckungsquelle, denn Ferkel, welche
binnen der ersten 24 Stunden von der Muttersau getrennt wurden, waren nach 20
Tagen deutlich seltener Campylobacter-positiv, als Ferkel, die bei der Sau verblieben
waren, obwohl zum Zeitpunkt der Geburt keine Haufigkeitsunterschiede vorlagen
(126). Die gréBten Unterschiede bestanden dabei an den Lebenstagen 12 und 20, an
denen Campylobacter bei keinem der mutterlos aufgezogenen Ferkel, aber bei fast
allen anderen Ferkeln zu isolieren waren (126). In dieser Studie wurde ferner deutlich,
dass sich einzelne Ferkel sogar binnen der ersten 24 Lebensstunden infizieren
kénnen. Wahrend derart friihzeitig infizierte Ferkel den Erreger weiterhin in sich trugen
und ausschieden, wenn sie bei der Muttersau verblieben, verringerte sich die Anzahl
der Campylobacter-Ausscheider bei den mutterlos aufgezogenen Ferkeln innerhalb der
nachsten 20 Lebenstage deutlich (126). Mit zunehmendem Alter der Schweine sinkt
auch die Zahl der Uber den Kot ausgeschiedenen Campylobacter-Keime (181).
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In  Untersuchungen von Weijtens etal. (1999) zeigte die durchschnittliche
Campylobacter-Belastung bei Mastschweinen einen signifikant abnehmenden Trend
von 10%cfu/g Kot im Alter von 13 Wochen auf 10°cfu/g Kot am Ende der
Mastperiode mit 25 Wochen (291). Bei elf Wochen alten Schweinen lag die Erregerzahl
bei 10*cfu/ g Kot, bei 22 Wochen alten Tieren bei 10°cfu / g Kot und am Schlachthof
bei 6,3 x 10°cfu/ g (288). In &hnlicher Weise fanden Young et al. (2000) bei 14 Tage
alten Ferkeln wesentlich hdhere Keimzahlen (1,7 x 10’ cfu / g Kot), als bei Jungsauen
(1,2 x 10°cfu / g Kot), tragenden Sauen (2 x 10°cfu / g Kot) und neugeborenen Ferkeln
(6,9 x 10*cfu / g Kot) (295). Auch &uBerlich gesund erscheinende Schweine kénnen zu
einem hohen Prozentsatz mit thermophilen Campylobacter spp. infiziert sein und diese
in betrachtlichen Mengen ausscheiden (15). So wurden keine signifikanten
Unterschiede  beziglich der  Campylobacter-Keimzahlen  in  quantitativen
bakteriologischen Kotuntersuchungen zwischen gesunden und an Diarrhoe erkrankten
Schweinen festgestellt (103, 153, 285, 286). In der Studie von Modolo et al. (1999)
wurden Campylobacter spp. in Fazesproben von 43 % der an Diarrhoe erkrankten
Schweine, aber auch in den Proben von 34 % der klinisch gesunden Schweine nach-
gewiesen (181). Auch Weber et al. (1985) fanden Campylobacter spp. in Fazesproben
von 54,3 % klinisch gesunder Schlachtschweine (153).

2.3 Tierseuchenrechtliche Bestimmungen zu Salmonella und
Campylobacter spp. in Deutschland

Der ausgedehnte internationale Lebensmittelhandel einerseits und die weite
Verbreitung bestimmter lebensmittelrelevanter Zoonoseerreger andererseits, erfordern
neue Ansitze der Uberwachung und Bekampfung. Seit einigen Jahren verstarkt die
Europaische Union ihre BemuUhungen, derartige Erreger bereits in den Nutztier-
bestanden zu bekadmpfen und die entsprechenden MaBnahmen der EU-Mitglieds-
staaten zu harmonisieren. Hierzu verabschiedete sie mehrere neue Rechtsvorschriften,
die sich erheblich auf die staatliche Tierseuchenbekdmpfung in Deutschland auswirken
und auch Konsequenzen fir den Umgang mit Salmonellen- und Campylobacter-
Infektionen in Schweinebestdnden mit sich bringen. Im Mittelpunkt stehen vor allem
zwei EU-Rechtsakte, die seit 12. Dezember 2003 in Kraft getreten sind. Die Richtlinie
(2003/99/EQG) fordert von den EU-Mitgliedslandern nationale Regelungen einzufuhren,
um in ihren Hoheitsgebieten das Vorkommen von Zoonosen und Zoonoseerregern
zuverldssig zu Uberwachen. Der zweite Rechtsakt, die EU-Verordnung 2160/2003 des
europaischen Parlaments und des Rates vom 17. November 2003 formuliert Ziele, die
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von den EU-Mitgliedsstaaten im Zuge der Bekampfung von Salmonellen und
bestimmten anderen durch Lebensmittel Ubertragbaren Zoonoseerregern innerhalb
bestimmter Fristen erreicht werden mussen. Um die Zielvorgaben in nationale
Vorschriften umzusetzen, hat das BMELV im Einvernehmen mit dem Bundesrat
zunéchst die deutsche Verordnung Uber meldepflichtige Tierkrankheiten neu gefasst.
Danach sind Salmonellosen und der direkte Nachweis von Salmonellen bei Haustieren
ab 12.11.2004 grundsétzlich meldepflichtig (BMELV, 2004). Dies betrifft auch Salmo-
nelleninfektionen bei Schweinen. Eine Ausnahme besteht zum einen flr die
Rindersalmonellose, die weiterhin als anzeigepflichtige Tierseuche behandelt wird.
Eine weitere Ausnahme sind Salmonellennachweise in Huhner-Zuchtbetrieben
(= 250 Tiere) und in HOhner-Britereien (= 1.000 Bruteier), die mitteilungspflichtig sind.
Mit der Neufassung der Verordnung tber meldepflichtige Tierkrankheiten wurden auch
Infektionen mit thermophilen Campylobacter-Arten meldepflichtig, wenn diese direkt
nachgewiesen werden und / oder sie Erkrankungen verursachen (51).

Als Reaktion auf das in den neunziger Jahren des vergangenen Jahrhunderts in
Danemark eingefiihrte Uberwachungs- und Bek&mpfungsprogramm, verabschiedete
das damalige Bundesministerium fir Erndhrung, Landwirtschaft und Forsten bereits
am 05. Februar 1998 ,Leitlinien fir ein Programm zur Reduzierung des Eintrags von
Salmonellen durch Schlachtschweine in die Fleischgewinnung® (50, 280). Das darin
entworfene System lehnte sich in der Idee und Konzeption stark an die danische
Vorlage an. Im Prinzip sah das deutsche Programm vor, dass Schlachtschweine nach
einem bestimmten, bundesweit einheitlichen Stichprobenplan beprobt und auf IgG-
Antikérper gegen Salmonellen untersucht werden sollten. Als Ziele wurden die
Erhebung des Salmonellenstatus in den Betrieben, die Einstufung beteiligter Betriebe
als ,salmonellentberwacht®, die zahlenmaBige Verringerung von salmonelleninfizierten
Schlachtschweinen und damit die Reduktion des Salmonelleneintrags in Be- und
Verarbeitungsbetriebe sowie die fleischhygienische Verbesserung des frisch
geschlachteten Fleisches anvisiert. Besitzer von Schweinemast- und Schlachtbetrieben
erklarten schriftlich ihre verbindliche Teilnahme an dem Programm und verpflichten
sich damit, die Teilnahmebedingungen in der jeweils geltenden Fassung einzuhalten.
Aufgabe der teilnehmenden Schlachtbetriebe war es, die Schlachtschweine der
Teilnehmer dem Stichprobenplan entsprechend zu beproben, die Proben
unverwechselbar zu kennzeichnen und an eine geeignete Untersuchungseinrichtung
weiterzuleiten. Ferner waren sie fiir die Ubermittlung der erzielten Untersuchungs-
ergebnisse an die gepriften Schweinemastbetriebe verantwortlich. Die Anzahl der pro
Bestand zu untersuchenden Schlachtschweine richtete sich nach der Zahl der
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innerhalb von zw6lf Monaten voraussichtlich zur Schlachtung gelieferten Schweine
(< 45 Schweine, alle Schweine werden beprobt; 46 bis 100 Schweine, 45 Proben; 101
bis 200 Schweine, 50 Proben; > 200 Schweine, 60 Proben). Als Untersuchungs-
methode schlug die Richtlinie vor, Fleischsaftproben mit Hilfe von ELISA-Technologie
auf das Vorhandensein von Antikérpern gegen Salmonellen zu testen. Die Schweine-
mastbetriebe sollten dann anhand der ermittelten Quote seropositiver Stichproben
einer von drei Kategorien zugeordnet werden, und zwar Kategorie | bei weniger als
20 %, Kategorie Il bei 20 bis 40 % und Kategorie Ill bei Uber 40 % als seropositiv
getesteten Schlachtschweinen (49). Betriebe der Kategorie Il sollten sich der Beratung
durch einen praktischen Tierarzt oder den Schweingesundheitsdienst unterziehen,
wéahrend fur Kategorie-llI-Betriebe die Durchfihrung von MaBnahmen zur Erkennung
und Beseitigung von Salmonellen-Eintragsquellen verbindlich vorgeschrieben war (49).

Die oben genannten Richtlinien wurden nach ihrem In-Kraft-Treten vor allem von
einem Verbund norddeutscher Wirtschaftsunternehmen (,QS - Qualitat und Sicherheit
GmbH®) aufgegriffen und als Qualitatssicherungssystem in ein eigenes Markenfleisch-
programm integriert (12). Im Jahr 2004 nahmen bereits Uber 20.000 Schweineméster
an diesem Programm teil (153). Die Fleischsaft- und Serumproben von Schlacht-
schweinen werden dabei in zertifizierten Laboratorien mit den von der QS-GmbH
anerkannten Testsystemen (Salmotype PigScreen, Labor Diagnostik Leipzig;
Enterisol®-ELISA, Boehringer Ingelheim; HerdChek-ELISA, IDEXX LABORATORIES)
untersucht. Die Ergebnisse werden in einer zentralen Salmonellendatenbank gesam-

melt, verwaltet und hinsichlich der Kategorisierung der Betriebe ausgewertet (212).

Um die Vorgaben, die durch die gesetzgebenden Organe der EU formuliert wurden,
national addquat umzusetzen, bereitete das BMELV in den vergangenen Jahren eine
Bundesverordnung vor, deren Entwirfe unter der Bezeichnung ,Verordnung zur
Verminderung des Salmonelleneintrags durch Schlachtschweine bei der Fleisch-
gewinnung“ (,Schweine-Salmonellen-Verordnung®) in Fachkreisen zirkulierten und
dabei in ihren Details mitunter recht kontrovers diskutiert wurden. Die Verordnung
sollte auf dem bereits in den Leitlinien skizzierten Programm aufbauen. Ein wesent-
licher Unterschied dazu, sollte sie den deutschen Schweinemastbetrieben die Teil-
nahme an dem Salmonelleniberwachungs- und -bek&mpfungsprogramm aber
verbindlich vorschreiben. Strittig waren lange Zeit unter anderem der Stichproben-
umfang sowie die Anzahl und Grenzen der Kategorien (siehe Tabellen 8 und 9). So
sah einer der ersten Verordnungsentwirfe aus dem Jahr 2002 im Gegensatz zu den
,Leitlinien® aus dem Jahre 1998 und zu der nunmehr in Kraft getreten Fassung keine
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dreiteilige Kategorisierung der Betriebe mehr vor, sondern nur noch das sofortige
Ergreifen von gezielten SanierungsmaBnahmen in einem Mastbetrieb, sobald die
Quote seropositiver Schlachtschweine in der jahrlichen Stichprobe die Grenze von
40 % erreichte oder Uberschritt (49). In den spéateren Entwirfen waren wieder
Kategorien definiert, wobei der Entwurf vom 20.4.2005 zusatzlich zur urspriinglichen
Einteilung eine vierte, sogenannte ,Vorzugskategorie® (Kategorie 0) einflihrte, die
komplett seronegativen Betrieben vorbehalten war (52). Im nachfolgenden Entwurf der
Schweine-Salmonellen-Verordnung (28.6.2005) waren sowohl der Stichproben-
schlissel als auch die Definitionen der Kategorien erneut geandert worden. So wurde
die Anzahl der in jedem Jahr zu untersuchenden Schlachtschweine in kleineren Betrie-
ben reduziert (siehe Tabelle 8). AuBerdem sah der Entwurf die Vorzugskategorie nicht
mehr vor und senkte die Grenze zwischen den Kategorien | und Il von 20 % auf 10 %
(53). Die nunmehr in Kraft getretene Fassung der Schweine-Salmonellen-Verordnung
hat gegenlber dem Entwurf vom 28.06.2005 beziglich des Stichprobenschlissels
keine Anderungen vorgenommen (Tabelle 8) (54). Die Verordnung definiert als
Obergrenze fur die Zugehdrigkeit zur Kategorie | aber wieder eine Quote von 20 %
seropositiven Schlachtschweinen in der Stichprobe (Tabelle 9) (54).

In derjenigen Phase, in der die Untersuchungen, die dieser Dissertationsschrift
zugrunde liegen, konzipiert, durchgefihrt und ausgewertet wurden, lag der
Verordnungsentwurf vom 20.4.2005 vor. Die Beprobung der Schweine folgte daher
dem Stichprobenschlissel dieses Entwurfes. Nachdem sich in den Diskussionen
abzeichnete, dass die Grenzen der Kategorien eher bei 20 % und 40 % seropositiven
Schlachtschweinen in der Jahresstichprobe liegen wirden, als bei 10 % und 40 %
(Entwurf vom 28.6.05), wurden die ermittelten Befunde auch nach dem Bewertungs-
schlUssel des Verordnungsentwurfes vom 20.4.2005 analysiert.
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Tabelle 8

Stichprobenumfang zur serologischen Untersuchung von Schlachtschweinen
aus einem Schweinemastbetrieb auf Salmonellen-LPS-Antikérper geman
verschiedener Entwirfe und der in Kraft getretenen Fassung der ,,Verordnung
zur Verminderung der Salmonellenverbreitung durch Schlachtschweine*
(Schweine-Salmonellen-Verordnung)

vorraussichtliche Anzahl der zu untersuchenden Schweine
Anzahl der zur
Schlachtung Entwurf Entwurf Entwurf Verordnung
abgegebenen 19.12.02 20.4.05 28.6.05 13.3.07
Schweine pro Jahr
< 26 alle alle alle alle
<45 alle alle 26 26
45 bis 100 45 45 38 38
101 bis 200 50 50 47 47
> 200 60 60 60 60
Tabelle 9

Bewertung von Schweinemastbetriecben am Anteil seropositiver Schlacht-
schweine gemaB verschiedener Entwiirfe und der in Kraft getretenen Fassung
der ,,Verordnung zur Verminderung der Salmonellenverbreitung durch Schlacht-
schweine” (Schweine-Salmonellen-Verordnung)

Salmonellen- Kategorie Quote an seropositiven Schweinen in der
antikérperstatus des Stichprobe [%]
Betriebs oder der
Betriebsabteilung Entwurf Entwurf Verordnung
20.4.05 28.6.05 13.3.07
Vorzugsstatus 0 0 - -
Niedriger Status I > 0 bis 20 0 bis 10 0 bis 20
Mittlerer Status Il > 20 bis 40 > 10 bis 40 > 20 bis 40
Hoher Status 1] > 40 > 40 > 40

Bezlglich Campylobacter werden von behérdlicher Seite in Deutschland gegenwértig
Versuche unternommen, die Belastung der Betriebe durch groB angelegte Untersu-
chungen systematischer und genauer als bisher zu beziffern. Eine erste Studie, die in
Zusammenarbeit zwischen dem Bundesinstitut fir Risikobewertung (BfR) und den
Behoérden der Bundeslander bei Masthahnchen durchgefihrt wurde (Campylobacter-
Monitoring-Projekt), ist mittlerweile abgeschlossen. Dabei konnte gezeigt werden, dass
von insgesamt 1.352 im Zeitraum von Mai 2004 bis April 2005 untersuchten Mast-
hahnchen-Herden 39,3 % mit Campylobacter-Bakterien belastet waren (47). Auf Basis
dieser Daten finden gegenwartig Beratungen zwischen BfR-Wissenschaftlern und
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Vertretern aus Wirtschaft, Wissenschaft und Lebensmitteliiberwachung tber kinftige
Strategien zur Bekdmpfung von Campylobacter spp. bei lebensmittelliefernden Tieren
sowie Uber den Forschungsbedarf statt. Verordnungsentwirfe, in denen Ziele und
MaBnahmen zur Reduktion dieser Erreger in Schweinemastbetrieben bereits konkreter
formuliert waren, zeichnen sich aber noch nicht ab (47).
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3 Eigene Untersuchungen
3.1 Material und Methoden
3.1.1 Tiere und Bestande

An den von Oktober 2001 bis Juli 2004 im Staatlichen Tierarztlichen Untersuchungs-
amt Aulendorf (STUAAU) durchgefihrten Untersuchungen, nahmen 293 schweine-
haltende Betriebe aus Baden-Wirttemberg teil. Die Betriebe waren alle dem
Landeskontrollverband Baden-Wdarttemberg (LKV) angeschlossen. Von 30.090
Schlachtschweinen aus 291 Betrieben wurden Fleischsaftproben auf Antikérper gegen
Salmonella-LPS-Antigen untersucht. Aus 124 Betrieben wurden Kotproben von End-
mastschweinen auf Salmonella und Campylobacter untersucht. Ca. 80 % der Proben
stammten von Baden-Wurttembergischen-Hybrid-Mastprodukten (Mutter: Yorkshire
[Large White] x Deutsche Landrasse; Vater: Piétrain), ca. 15 % der Schweine waren
Deutsche Landrasse x Piétrain und bei 5 % der Schweine handelte es sich um andere
Kreuzungsprodukte. Die Schweine stammten entweder aus kombinierten Betrieben
oder reinen Mastbetrieben und waren zwischen 21 und 30 Wochen alt.

Der gréBte Anteil der Betriebe wurde von den Mastbetrieben eingenommen. Die
BetriebsgroBe schwankte von unter 250 Mastplatzen (MP) bis Gber 1.500 MP, wobei
den gréBten Anteil die Betriebe mit einer BetriebsgréBe tUber 250 MP bis 500 MP
stellten. Eine detaillierte Auflistung der ermittelten betrieblichen Parameter der 291 auf
Salmonellen-LPS-Antikérper untersuchten Betriebe gibt Tabelle 10 wieder.
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Tabelle 10

Betriebliche Daten der 291 auf Salmonella-LPS-Antikérper untersuchten Betriebe

Parameter Variable Anzahl der Betriebe
Produktionstyp reine Mast 179
Kombi (Erzeuger und 112

Mé&ster)

BetriebsgroBe < 250 MP 49
250 — 500 MP 127
501 — 750 MP 63
751 -1.000 MP 30
1.001 — 1.500 MP 17
> 1.500 MP 5
Ferkelherkunft eigener Betrieb 110
ein anderer Betrieb 128
mehrere andere Betriebe 53
Belegung rein - raus 40
kontinuierlich 251
Reinigung und RD regelmaBig 73
Desinfektion (RD) RD unregelmaBig 90
nur R 93
keine RD 35
Boden Teilspalten 63
Vollspalten 172
Stroheinstreu 37
gemischt 18
Heizung mit 95
ohne 186
Laftung mit 234
ohne 57
Futterherkunft eigener Betrieb 258
Handel 33
Fltterungstechnik trocken 54
flissig 219
gemischt 18
Futterzuteilung rationiert 120
ad libitum 154
gemischt 17

Erlauterungen:

MP: Mastplatze
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3.1.2 Kot- und Fleischsaftproben

Kotproben

Die Kotproben wurden mit Einmalkunststoffhandschuhen rektal entnommen oder als
frisch abgesetzter Kot eingesammelt. Die Beprobung erfolgte entweder in den
Herkunftsbetrieben im Rahmen der von mir selbst durchgeflhrten Betriebs-
besichtigungen oder aber durch den Tierhalter oder den Ringberater bei der Verladung
der Schweine zum Schlachthof bzw. unmittelbar davor. Pro Betrieb wurden zehn
Proben einzeln in Probenréhrchen verbracht. Bei warmen Umgebungstemperaturen
(>20 °C) wurden die Proben zusatzlich in mit Kuhlakkus versehenen Styropor-
behéltern verpackt und innerhalb von héchstens 36 Stunden an das
Staatliche Tierarztliche Untersuchungsamt Aulendorf  (STUAAU) Ubersandt bzw.
verbracht. Dort wurden die Proben anschlieBend sofort weiterbearbeitet. Bei den
Betriebsbesichtigungen wurde Kot von je 20 Endmastschweinen aus den Buchten
eingesammelt oder rektal entnommen. Insgesamt wurden Kotproben aus 124
Betrieben untersucht. 122 dieser 124 Betriebe schickten zusatzlich Fleischsaftproben
zur Untersuchung gegen Salmonella-LPS-Antikorper.

Fleischsaftproben

Die Fleischsaftproben wurden von 30.090 Schlachtschweinen aus 291 Betrieben
gezogen. Hierzu wurde vom Schlachthofpersonal geméaB des Entwurfes der Schweine-
Salmonellen-Verordnung ein Stlick der Nacken- oder Zwerchfellpfeilermuskulatur (ca.
10 - 20 g) entnommen und in einen codierten Fleischsafttrichter der Firma Sarstedt
Uberfihrt. Die Trichter wurden anschlieBend sofort bei -18 °C tiefgefroren und an das
STUAAU geschickt. Nach dem Auftauen bei Raumtemperatur und der Antikérper-
Bestimmung mit dem SALMOTYPE®-ELISA, wurden die Probenreste in 1,2 ml- oder
2,2 ml-Storage-Platten der Firma Abigene® HOUSE (iberfiihrt. Die Platten wurden dann
mit Abdeckmatten verschlossen und bis zur weiteren Verwendung bei -18 °C
tiefgefroren.

Die Anzahl der von jedem Betrieb zu beprobenden Schlachtschweine richtete sich
nach dessen Aufkommen an Schlachtschweinen pro Jahr. Hierzu wurde der Stich-
probenschliussel zugrunde gelegt, der in den Entwurfen der ,Verordnung zur Ver-
minderung des Salmonelleneintrags durch Schlachtschweine bei der Fleisch-
gewinnung“ (,Schweine-Salmonellen-Verordnung“. Entwirfe vom 19.12.2002 und
20.04.2005) enthalten ist (Tabelle 11).
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Tabelle 11
Geforderter Stichprobenumfang zur serologischen Untersuchung auf
Salmonella-LPS-Antikorper gemaB der Entwirfe der ,Verordnung zur
Verminderung des Salmonelleneintrags durch Schlachtschweine bei der
Fleischgewinnung (Schweine-Salmonellen-Verordnung)“ vom 19.12.2002 und
20.04.2005

Vorraussichtliche Anzahl der zur
Schlachtung abgegebenen Schweine  Anzahl der zu untersuchenden Schweine
pro Jahr oder pro Mastdurchgang

<45 alle
45 bis 100 45
101 bis 200 50
> 200 60
Erlauterungen: (1: In Endmastbetrieben mit getrennten Betriebsabteilungen kann

der Betriebsinhaber die Untersuchungen fir jede Betriebsabteilung gesondert
durchfihren.

3.1.3 Bakterienstamme

Die bei den Untersuchungen verwendeten Bakterienreferenzstdmme sind nachfolgend
naher beschrieben. Alle Stimme wurden in einer Cryobank ™ (MAST DIAGNOSTICA)
bei -18 °C gelagert. Streptococcus pyogenes DSM 20565 und Streptococcus
agalactiae DSM 2134 wurden zudem auf Blutplatten bei +6 °C fir die weiteren
Untersuchungen aufbewahrt. Campylobacter coli DSM 4689 und Campylobacter jejuni
DSM 4688 wurden im Dunkeln bei Zimmertemperatur in Thioglykolatmedium gelagert.
Die Referenzstimme stammten alle aus der DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig). Der Stamm DSM 20565
Streptococcus pyogenes (DSM 20565 = NCTC 8198 = ATCC 12344 [American Type
Culture Collection]) stammte urspriinglich von der NCTC (National Collection of Type
Culture) und wurde 1950 vom PHLS (Central Public Health Laboratory) hinterlegt. Der
Stamm wurde erstmalig aus einem Scharlach-Patienten isoliert. DSM 2134,
Streptococcus agalactiae (DSM 2134 = NCTC 8181 = ATCC 13813) wurde 1934
hinterlegt und stammte urspriinglich ebenfalls von der NCTC. Der Erreger wurde aus
einer Milchprobe isoliert. Campylobacter jejuni subsp. jejuni DSM 4688 (DSM 4688 =
ATCC 33560 = NCTC 11351 = CCUG 11284 [Culture Collection University of
Goteborg]) wurde 1970 in Belgien aus Rinderfaces isoliert. Campylobacter coli DSM
4689 (DSM 4689 = ATCC 33559 = NCTC 11366 = CCUG 11283) wurde 1950 in
Belgien aus Schweinekot isoliert.
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3.14 Kulturell-bakteriologische Nachweismethoden

3.1.4.1 Nahrmedien zur Anzucht von Bakterien

Brilliant-Phenolrot-Lactose-Agar (MERCK, Nr. 1.07236.0500/5000) pH 6,5 + 0,2

g/l
Fleischextrakt 5,0 (MERCK, Nr. 103979)
Hefeextrakt 3,0 (MERCK, Nr. 103753)
Natriumchlorid 3,0 (MERCK, Nr. 106400)
Sekundares Natriumphosphat 2,0 (MERCK, Nr. 6580)
Bacto-Agar 17,1 (WBCO 7644)
Pepton aus Casein tryptisch abgebaut 10,0 (MERCK, Nr. 107213)
Lactose 15,0 (MERCK, Nr. 107657)

ml/l

Phenolrotlésung 0,2 -%ig 40,0 (MERCK 107241)
Brilliantgriin 0,5 -%ig 1,0 (MERCK 1310)
Bunte Reihe
Peptonwasser fur Bunte Reihe pH 7,4 £ 0,2

g/l
Caseinpepton 10,0 (MERCK, Nr. 107213)
Natriumchlorid 5,0 (MERCK, Nr. 106400)
Bromthymolblaulésung 5,0 (MERCK, NR. 3026)

Caseinpeptonwasser zum Nachweis von Indolbildung pH 7,5 £ 0,2

g/l
Caseinpepton 10,0 (MERCK, Nr. 107213)
Natriumchlorid 5,0 (MERCK, Nr. 106400)
Harnstoff-Schragagar pH 6,8 £ 0,2
ml/|
Harnstoffagar nach Christensen (Basis) 900,0 (MERCK, Nr. 8492)
20 %-ige Harnstofflésung 100,0 (MERCK, Nr. 8487)
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Glucose-Nahrmedium pH 7,4 + 0,2

Glucose
Bromthymolblaul6sung

Kligler-Schragagar pH 7,4 £ 0,2

Bacto Kligler Iron Agar

Lactose-Nahrmedium pH 7,4 £ 0,2

Lactose
Bromthymolblaulésung

Saccharose-Ndhrmedium pH 7,4 £ 0,2

Saccharose
Bromthymolblaul6sung

g/l
10,0 (MERCK, Nr. 108342)

5,0 (MERCK, Nr. 3026)

g/l
55,0 (DIFCO Nr. 0086-17-8)

g/l
10,0 (MERCK, Nr. 107657)
5,0 (MERCK, Nr. 3026)

g/l
10,0 (MERCK, Nr. 7651)

5,0 (MERCK, Nr. 3026)

Campylobacter-Anreicherungsbouillon (Bolton) pH 7,5 + 0,2

Bolton-Anreicherungsbouillon-Basis

Bolton-Selektiv-Supplement
lysiertes Pferdeblut

Columbia-A-Agar (COL-A) pH 7,3 £ 0,2

Columbia-Agar-Basis

(OXOID, Nr. SR 069)
Steriles defibriniertes Schafsblut
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27,6 (OXOID, Nr. CM 983)
ml/l
10,0 (OXOID, Nr. SR 183)
50,0 (OXOID, Nr. SR 48)

g/l
42,0 (MERCK, Nr. 1.10455)
ml/|

4,0
50,0 (HAEMOVET-MESE)
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Columbia-B-Agar (COL-B) pH 7,3+ 0,2

g/l
Columbia-Agar-Basis 42,0 (MERCK, Nr. 1.10455)
ml/l
1 %-ige Brilliantgriinlésung 0,9 (MERCK, Nr.1310)
Steriles defibriniertes Schafsblut 50,0 (HAEMOVET-MESE)
Karmali-Selektivhdhrboden, blutfrei pH 7,4 + 0,2
g/l
Campylobacter-Agar-Basis nach Karmali, 43,0 (OXOID, Nr. CM 0935B)
blutfrei
ml/l
Campylobacter-Selektiv-Supplement 4,0 (OXOID, Nr. SR 0167E)
(Karmali)
Thioglykolat-Néhrlésung pH 7,1 £ 0,2
g/l
Fluid Thioglycolate Medium 29,8 (DIFCO, NR. 0256-17-2)

Rappaport-Vassiliadis-Anreicherungsboullion (RV) pH 5,2 + 0,2

g/l
Rappaport-Vassiliadis (RV)- 38,0 (MERCK, Nr. 1.07700)
Anreicherungsboullion
Rambach®-Agar pH 7,3 + 0,2
g/l
Rambach®-Agar 30,5 (MERCK, Nr. 1.07500.0001)
ml/|
Rambach®-Agar-Supplement 10,0 (MERCK, Nr. 1.07500.0003/2)

Salmonellen-Voranreicherungsbouillon (MERCK, Nr. 1.07228) pH 7,2 + 0,2

g/l
Natriumchlorid 5,0 (MERCK, Nr. 106400)
Pepton aus Casein 10,0 (MERCK, Nr. 107213)
Kaliumdihydrogenphosphat 1,5 (MERCK, Nr. 104871)
Di-Natriumhydrogenphosphat x 12 H,O 9,0 (MERCK, Nr. 65799050)
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3.1.4.2 Nachweis von Salmonella spp. in Schweinekotproben

Die Isolierung und Identifizierung der Salmonellen erfolgte in Anlehnung an
standardisierte Verfahren der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach
§ 64 Lebensmittel- und Futtermittelgesetzbuch (LFGB), vormals § 35 Lebensmittel- und
Bedarfsgegenstéandegesetz (LMBG) Nr.: L 00.00-20 und nach ISO 6579 : 1993 (E) der
Internationalen Organisation fir Standardisation. Derzeit gilt fir die Untersuchung von
Kotproben die ISO 6579 : 2002, Anhang D.

Zum Salmonellen-Nachweis wurden die zur selben Zeit in einem Bestand (zehn Einzel-
kotproben pro Bestand) oder die bei den Betriebsbesichtigungen (20 Einzelkotproben
pro Bestand) entnommenen Kotproben im STUAAU zu einer Sammelkotprobe (ca.
10 g) zusammengefasst. Zur Herstellung der Sammelkotprobe wurde je ca. 1 g einer
Einzelkotprobe verwendet. Die 20 Kotproben aus den Betriebsbesichtigungen ergaben

somit zwei Sammelkotproben.

Die Sammelkotproben wurden in die Salmonellen-Voranreicherungsbouillon (1:10,
Masse:Volumen) eingewogen und bei 37 °C fur 18 —24 h bebritet. 0,1 ml dieser
Salmonellen-Voranreicherungsbouillon wurden dann in 9,9 ml Rappaport-Vassiliadis-
Anreicherungsbouillon pipettiert und aerob bei 41 °C fir 18 — 24 h bebritet. Danach
wurde Kulturmaterial fraktioniert auf Phenol- und Rambachagar ausgestrichen. Die
Platten wurden aerob bei 37 °C fiur 18 bis 24 Stunden bebriitet. Die Rappaport-
Vassiliadis-Anreicherungsbouillon wurde nach dem ersten Ausstrich fir weitere 18 bis
24 Stunden bebritet und danach ein zweites Mal auf Phenol- und Rambachagar
ausgestrichen. Auf dem Phenolrot-Agar wachsen Salmonellen als rosarote Kolonien
umgeben von einem roten Hof. Auf Rambach-Agar sind es rot wachsende Kolonien
(auBer S. Typhi und S. Paratyphi). Salmonellen-verdachtige Kolonien wurden dann auf
frischen Phenolrot- und Rambach-Agar in Reinkultur subkultiviert und mit dem API-
20E-Test (bioMérieux) oder mit einer kurzen bunten Reihe, bestehend aus Kligler-,
Harnstoff-, Glucose-, Lactose-, Saccharose-Agar und Caseinpeptonwasser zum
Nachweis von Indolbildung, auf ihre Gattungszugehdrigkeit untersucht.

Die serologische Differenzierung wurde mit spezifischen Testseren (DADE BEHRING,
Marburg GmbH) im Objekttrager-Schnellagglutinationsverfahren vorgenommen.
Salmonella-lsolate, die sich auf diese Weise nicht eindeutig als S. Typhimurium oder
S. Enteritidis identifizieren lieBen, wurden zur Serotypisierung an das Nationale
veterindrmedizinische Referenzlabor fir Salmonellen (NRL-SALM) im Bundesinstitut
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fr Risikobewertung in Berlin geschickt. Alle isolierten Salmonellen-Stamme wurden in
einer Cryobank ™ (MAST DIAGNOSTICA) bei -18 °C archiviert.

3.143 Nachweis von Campylobacter coli und jejuniin Schweinekotproben

Wie beim Salmonellen-Nachweis wurden jeweils zehn Einzelkotproben aus einem
Betrieb zu einer Sammelkotprobe zusammengefiihrt (ca. 1 g je Einzelkotprobe). Die
Sammelkotproben wurden dann in die Campylobacter-Anreicherungsbouillon (1:10,
Masse:Volumen) eingewogen und bei 41 °C fir 24 Stunden unter mikroaerophilen
Bedingungen (Gasgemisch: CO, 15 Vol.%, O, 4,5 Vol.%, N, 80,5 Vol.%) bebritet.
Danach wurde Material der Kultur mit einer sterilen Ose auf je einer Columbia-A-, einer
Columbia-B- und einer Karmali-Agarplatte ausgestrichen. Als Kontrolle wurde je ein
Referenzstamm von C. jejuniund C. coli auf den Agarplatten mitgefihrt. Die Columbia-
A- und die Columbia-B-Agarplatten wurden fiir 96 Stunden mikroaerophil in derselben
N/ CO.-Atmosphare bei 37 °C und die Karmali-Agarplatten in N,/ CO,-Atmosphéare
bei 41 °C fir 48 Stunden bebritet. C. coli und C. jejuni wachsen auf Karmali-Selektiv-
Agar als graue, feucht-glanzende, flache Kolonien. Auf Columbia-A- und Columbia-B-
Agar wachsen C. jejuni und C. coli als ca. 1 mm groBe, glanzende, leicht getriibte
runde Kolonien. Verdachtige Kolonien wurden im Nativprédparat bei 400-facher
VergréBerung im Phasenkontrastmikroskop untersucht. Eine der verdachtigen
Kolonien wurde nochmals auf Columbia-A-, Columbia-B-Agar und Karmali-Agarplatten

zur Reinzucht subkultiviert.

Zur Unterscheidung von C. jejuni zu anderen Campylobacter-Spezies diente die
Hippursaurespaltung, die mit Hilfe von Natriumhippurat-enthaltenden Tabletten (Fa.
A/S Rosco Nr. 9173121) gepruft wurde. In Anwesenheit des Enzyms Hippurase wird
Hippursaure in Benzoesaure und Glycin gespalten. Der Nachweis des freigesetzten
Glycins erfolgte mit 3,5 %-iger Ninhydrinldsung. Zur Differenzierung wurde die
Katalase-Reaktion, die sowohl bei C. jejuni als auch bei C. coli positiv ist,
hinzugezogen. Katalase-positive Mikroorganismen werden in Gegenwart von Wasser-
stoffsuperoxyd durch aufsteigendes O, nachgewiesen, dies wurde mit ID-Color-
Katalase (ID-ASE) (Fa. BioMérieux Nr. 55561) getestet. Die Gattungszugehdérigkeit
wurde auBerdem anhand der Nalidixinsaure- (OXOID Nr. CT0031B) und Cefalothin-
Sensibilitat (OXOID Nr. CT0010B) bestimmt, die mit entsprechenden Testplattchen im
Agardiffusionstest geprift wurde. Bei Cefalothin-Plattchen wird ein Hemmhofdurch-

messer von 2 18 mm als Zeichen der Sensibilitdt und von <14 mm als Zeichen der
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Resistenz gewertet. Bei Nalidixinsaure gqilt jedes Campylobacter-Isolat mit einem
Hemmhofdurchmesser von =7 mm als sensibel. Sowohl C. jejuni als auch C. coli sind
Nalidixinsaure sensibel und Cefalothin resistent. In zweifelhaften Féllen wurde die
kommerzielle bunte Reihe Api-Campi 20800 (BioMérieux Nr. 20800) hinzugezogen.
Alle differenzierten C.-Stamme wurden in einer Cryobank ™ (MAST DIAGNOSTICA)
bei —18 °C archiviert.

3.1.5 ELISA-Methoden zum Nachweis von Salmonella-LPS-Antikérpern

beim Schwein

Die von den Schlachtschweinen des Landeskontrollverbandes Baden-Wiirttemberg
(LKV) entnommenen 30.090 Fleischsaftproben wurden mit dem SALMOTYPE®-ELISA
auf Antikérper gegen Salmonellen untersucht. Die vergleichenden Untersuchungen
sowie die Untersuchungen zur Inter- und Intra-Plattenprézision wurden mit den drei

folgenden kommerziellen ELISA-Testsystemen durchgefihrt:

1. SALMOTYPE® Fleischsaft ELISA (Labor Diagnostk GmbH Leipzig)
(Englisch: SALMOTYPE® Pig LPS ELISA) Zulassungs-Nr.: BGVV-B 275.
Verwendete Chargen: 500S18, 500S19, 500S20, 500S21, 500S22, 500523,
500525, 500529, 500S30, 500S31, 500S33, 500S34.

In der vorliegenden Arbeit als SALMOTYPE®-ELISA bezeichnet.

2. Enterisol® SALMONELLEN-DIAGNOSTIKUM ELISA zum Nachweis von
Antikérpern gegen Salmonellen beim Schwein (Boehringer Ingelheim)
Zulassungs-Nr.: BgVV-B 341. Verwendete Charge: 2553HPD.

In der vorliegenden Arbeit als Enterisol®-ELISA bezeichnet.

3. Testkit zum Nachweis von Antikorpern gegen Salmonellen beim Schwein
von HerdChek* (IDEXX LABORATORIES) Zulassungs-Nr.: BGVV-B 305.
Verwendete Charge: 44100-3090.

In der vorliegenden Arbeit als HerdChek-ELISA bezeichnet.

3.1.5.1 Grundprinzip der verwendeten ELISA-Systeme

Alle drei verwendeten ELISA-Kits, sind indirekte ELISA-Systeme und dienen der

quantitativen Bestimmung von Salmonellen-Antikérpern in Fleischsaft- oder Serum-
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proben von Schweinen. Die Proben wurden in jedem Testsystem in Einzelbestimmung
untersucht. In Abbildung 1 ist das allgemeine Funktionsprinzip der drei ELISAs
schematisch dargestellt. In Tabelle 12 sind die Unterschiede der drei verschiedenen
Testsysteme gegenibergestellt.

Die Grundlage aller drei Testsysteme bildet eine Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen im
Standardformat (acht Zeilen A-H, zwdlf Spalten 1-12), die mit einer Mischung aus
Salmonella-Antigenen beschichtet sind. Im HerdChek-ELISA ist die Platte zudem in
zwolf einzelne Riegel mit je acht Vertiefungen unterteilbar.

Im Enterisol®-ELISA sind die Mikrotiterplatten mit einer Mischung aus S. Typhimurium-
und S. Cholerasuis-Polysaccharid-Antigen beschichtet. Ausgangsmaterial fir diese
Beschichtung sind Keime entsprechender Salmonella-Stdmme. Nach der phenolischen
Extraktion der LPS-Fraktion wird durch milde Hydrolyse die unspezifische Lipid A-
Komponente abgespalten, um das spezifische Polysaccharid-Antigen (PS) zu
gewinnen. Darauf erfolgt eine Konjugation von PS an Anthraquinone, und Uber einen
photochemischen Prozess wurde das PS-AQ-Konjugat (Polysaccarid-Anthraquinone-
Konjugat) kovalent an die Mikrotiterplatte gebunden. Die Abspaltung der Lipid A
Fraktion verringert das Risiko von Kreuzreaktionen und unspezifischen Reaktionen;
zudem weist das PS-Antigen eine geringere Toxizitat auf als das intakte LPS-Antigen
(157). Der Enterisol®-ELISA erkennt Antikérper gegen S. Typhimurium, S. Cholerasuis,
S. Infantis in Serum, Plasma und Fleischsaft. Das Testsystem weist Antikérper gegen
Salmonellen-PS-O-Antigene 1, 4, 5, 6, 7 und 12 nach und erkennt somit mehr als 90 %
der bei Schweinen vorkommenden Salmonellen-Serovare (35).

Im HerdChek-ELISA sind die Mikrotiterplatten mit LPS-Antigen von Salmonellen der
Serogruppen B, C1 und D beschichtet, sodass Antikdrper gegen Salmonellen dieser
Serogruppen nachgewiesen werden kénnen. Im SALMOTYPE®-ELISA sind die
Mikrotiterplatten mit den Salmonellen-LPS-O-Antigenen 1, 4, 5, 6, 7 und 12
beschichtet. Somit sollen sich ebenfalls Uber 90 % der auftretenden Salmonellen-
Serovare nachweisen lassen (155). Die Salmonellen-LPS-Fraktionen zur Platten-
beschichtung werden aus Stdmmen der Serovare Salmonella Typhimurium und
Salmonella Cholerasuis phenolisch extrahiert (149).

Im SALMOTYPE®-ELISA werden die Fleischsaftproben 1 : 30 mit gebrauchsfertigem

Probenverdinnungspuffer verdiinnt und 100 pl dieser Verdiinnung in je eine Vertiefung
der Mikrotiterplatte pipettiert. Im Enterisol®-ELISA wird aus den Fleischsaftproben und
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dem Verdinnungspuffer (Verdinnungspuffer nicht gebrauchsfertig; gebrauchsfertiger
Verdinnungspuffer: 10 ml 6-fach-konzentriertes Verdinnungspufferkonzentrat mit
50 ml destilliertem Wasser) eine 1 : 4 Vorverdiinnung hergestellt. In jede Vertiefung der
Mikrotiterplatte wird 90 pl Verdinnungspuffer vorgelegt. 10 pl Vorverdiinnung werden
dann in den vorgelegten Puffer pipettiert. Somit werden die Proben in einer 1 :40
Verdlnnung eingesetzt. Im HerdChek-ELISA wird mit dem gebrauchsfertigen Proben-
verdunnungspuffer eine Probenverdiinnung von 1 : 2 auf der Mikrotiterplatte zur Unter-
suchung eingesetzt (100 pl pro Vertiefung).

Die Inkubationszeiten der Proben im SALMOTYPE®-ELISA und im Enterisol®-ELISA
betragen eine Stunde. Beim HerdChek-ELISA wurde nur eine halbe Stunde inkubiert.
Alle drei ELISA-Tests werden bei Raumtemperatur (18 - 23 °C) angesetzt und
inkubiert. Bei den drei ELISAs werden die Mikrotiterplatten nach der Probeninkubation
mit angesetzten Phosphatpuffer-Tween-Waschlésungen mit einer Spritzflasche dreimal
gewaschen um ungebundenes Probenmaterial zu entfernen. Bei jedem ELISA werden
dann 100 pl Antikérper-Konjugat-Losung in jede Probenvertiefung pipettiert. Beim
HerdChek-ELISA handelt es sich um ein gebrauchsfertiges Ziegen-anti-Schwein-
gesamt-lg-Meerrettichperoxidase-Konjugat. Im Enterisol®-ELISA wird ein Kaninchen-
anti-Schwein-lgG-Meerrettichperoxidase-Konjugat verwendet, das vor jedem Gebrauch
frisch angesetzt werden muB. Das gleiche gilt fir den SALMOTYPE®-ELISA, wobei in
diesem Test ein Kaninchen-anti-Schwein-gesamt-lg-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat
eingesetzt wird. Die Konjugate werden im SALMOTYPE®-ELISA und im Enterisol®-
ELISA eine Stunde auf den Platten belassen, im HerdChek-ELISA nur eine halbe
Stunde. Die Platten werden dann einem Waschvorgang, in derselben Weise wie oben
beschrieben, unterzogen. Danach wurden in allen drei Systemen 100 pl einer
gebrauchsfertigen TMB-Substrat-Lésung (3,3",5,5"-Tetramethylbenzidin-Substrat) in
jede Vertiefung pipettiert. Beim HerdChek-ELISA folgt eine Inkubationszeit von 15
Minuten, beim Enterisol®-ELISA wird zehn Minuten und beim SALMOTYPE®-ELISA
sieben Minuten inkubiert, bevor die Reaktion mit einer Stopplésung abgebrochen wird.
Bei der Stoppldsung handelt es sich beim Enterisol®-ELISA um eine 2M
Schwefelsaureldsung, beim SALMOTYPE®-ELISA um eine 0,5 M Schwefelsaurelésung
und beim HerdChek-ELISA um Natriumdodecylsulfatlésung.

Bei den eingesetzten Kontrollseren gibt es ebenfalls Unterschiede zwischen den drei
verschiedenen Testsystemen. Der SALMOTYPE®-ELISA enthélt vier positive und ein
negatives Kontrollserum. Die Kontrollseren erzielen im ELISA je nach Chargennummer
variierende Messwerte [in OD %], wobei Kontrollserum 1 immer die héchsten und
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Kontrollserum 4 die niedrigsten Werte ergibt. Die vier positiven Kontrollseren wurden
aus Seren von hyperimmunisierten Schweinen gewonnen. Das Kontrollserum 5 ist die
Negativkontrolle und wurde von Schweinen mit niedrigem Antikdrpertiter gewonnen.
Alle Kontrollseren liegen in lyophilisierter Form vor und missen vor jedem Test frisch
angesetzt und in Doppelbestimmung mitgefiihrt werden. Beim Enterisol®-ELISA gibt es
ein positives Kontrollserum und ein negatives Kontrollserum, die bei jeder Testdurch-
fuhrung in Doppelbestimmung mitgefihrt werden. Die Kontrollseren liegen in
gebrauchsfertigem Zustand vor. Nach Herstellerinformationen stammt das positive
Kontrollserum von einem Schlachtschwein aus Deutschland (TiHo-Bakum), welches
einen hohen Salmonellen-Antikérper-Titer hatte. Die Antikérper-Konzentration wurde
durch Verdinnung mit einem negativen Serum gegen eine Kontrolle aus Danemark
eingestellt. Das negative Kontrollserum wurde von schwedischen Schlachtschweinen
gewonnen, da Schweden fast keine Probleme mit Salmonellen beim Schwein hat.
Auch das negative Kontrollserum wurde mit negativen danischen Kontrollen
abgeglichen. Beim HerdChek-ELISA ist ebenfalls bei jeder Testdurchfiihrung ein
Negativ-Kontrollserum und ein Positiv-Kontrollserum jeweils in Doppelbestimmung
mitzufihren. Sowohl das negative als auch das positive Kontrollserum bestehen aus
einem Gemisch mehrerer Seren von Schweinen aus Salmonella-negativen bzw.

Salmonella-positiven Bestanden.

Nach Abbrechen der Reaktionen durch Zugabe der Stopplésung, wird die optische
Dichte bei allen Test- und Kontrollansétzen im Photometer gemessen. Im Enterisol®-
ELISA und im SALMOTYPE®-ELISA sind die Proben bei einer Testwellenldnge von
450 nm, im HerdChek-ELISA bei einer solchen von 650 nm zu messen.
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Antikérper Probeninkubation in 96-Loch-
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Abbildung 1
Allgemeines Prinzip der verwendeten indirekten ELISA-Testssysteme
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Tabelle 12

Ubersicht iiber methodische Unterschiede zwischen den drei verwendeten
ELISA-Systemen (35, 134, 155)

Parameter

Enterisol®-ELISA

SALMOTYPE®-ELISA

HerdChek-ELISA

Antigen

Salmonellen-PS (O-
Antigene 1,4, 5, 6, 7,
12)

Salmonellen-LPS (O-
Antigene 1,4, 5,6, 7,
12)

Salmonellen-LPS (O-
Antigene der
Serogruppen B, C1,
D)

Fleischsaft- | Vorverdinnung 1:4, 1:30 1:2

verdinnung | Endverdiinnung 1:40

Proben- 1 Stunde 1 Stunde 0,5 Stunden

Inkubations-

zeit

Temperatur | Raumtemperatur Raumtemperatur Raumtemperatur
(18 =23 °C) (18 =23 °C) (18 =23 °C)

Antikérper- | frisch angesetztes frisch angesetztes gebrauchsfertiges

Konjugat- Kaninchen-anti- Kaninchen-anti- Ziegen-anti-Schwein-

Lésung Schwein-1gG- Schwein-gesamt-Ig- gesamt-Ig-
Meerrettich- Meerrettich-Peroxidase- | Meerrettich-
Peroxidase-Konjugat | Konjugat Peroxidase-Konjugat

Konjugat- 1 Stunde 1 Stunde 0,5 Stunden

Inkubations-

zeit

Substrat- 10 Minuten 10 Minuten 15 Minuten

Inkubations-

zeit

Stoppen der

2 M Schwefelsaure-

0,5 M Schwefelsaure-

Natriumdodecylsulfat-

Reaktion l6sung: l6sung: l6sung:
50 pl / Vertiefung 100 pl / Vertiefung 100 pl / Vertiefung

Testwellen- |450 nm 450 nm 650 nm

lange

Kontroll- Ein positives und ein | vier positive und ein Ein positives und ein

seren negatives negatives Kontrollserum | negatives
Kontrollserum in in lyophilisierter Form; Kontrollserum in
gebrauchsfertigem Doppelbestimmung gebrauchsfertigem
Zustand, Zustand,

Doppelbestimmung

Doppelbestimmung
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3.1.5.2 Vorgehensweise bei der Testdurchfiihrung

Alle drei kommerziellen ELISA-Testssysteme wurden nach der Gebrauchsinformation
des jeweiligen Herstellers durchgefiihrt. Nachfolgend ist die Durchfihrung der drei
Testsysteme naher beschrieben.

3.1.5.2.1 SALMOTYPE®-ELISA (Labor Diagnostik GmbH Leipzig)

Vorbereitung der Reagenzien

Zur Herstellung des gebrauchsféahigen Waschpuffers wurden 30 ml Waschpuffer-
konzentrat mit 270 ml destillietem Wasser verdinnt. Die funf Iyophilisierten
Kontrollseren werden in jeweils 300 pl destilliertem Wasser unter vorsichtigem
Schwenken vollstandig geldst. 44 pl der konzentrierten Antikérper-Konjugat-Lésung

werden in 11 ml Probenverdinnungspuffer verdiinnt.

Probenvorbereitung

Die tiefgefrorenen Muskelproben bzw. die in Storage-Platten (Deep-well-Platten)
archivierten Fleischsaftproben wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und aus dem
dabei gewonnenen Fleischsaft eine 1:30 Verdinnung mit Probenverdinnungspuffer
hergestellt (10 pl Fleischsaftprobe + 290 ul Probenverdinnungspuffer).

Testdurchfiihrung

Alle Reagenzien wurden vor der Benutzung durch leichtes Schitteln gemischt und auf
Raumtemperatur gebracht (18 - 23 °C). Je 100 pl der gelésten Kontrollen (in Doppel-
bestimmung) sowie der vorverdiinnten Proben (in Einzelbestimmung) wurden in die
Vertiefungen der Testplatte pipettiert. Die Platte wurde abgedeckt und nach 60-
minutiger Inkubationszeit bei Raumtemperatur wieder entleert. AnschlieBend wurde mit
je 300 pl vorbereitetem Waschpuffer jede Kavitat dreimal mit einer Spritzflasche
gewaschen, um nicht gebundenes Material aus der Mikrotiterplatte zu entfernen. Im
AnschluB daran wurden die Platten auf Zellstoff trockengeklopft. Pro Vertiefung wurden
daraufhin 100 pl  Antikérper-Konjugat-Lésung (Kaninchen-anti-Schwein-gesamt-Ig-
Meerrettich-Peroxidase-Konjugat) in jede Vertiefung pipettiert. Danach wurden die
Platten nochmals eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, bevor sie einem zweiten
Waschvorgang (siehe oben) unterzogen wurden. Nach dem Waschvorgang wurde in
jede Vertiefung 100 ul TMB-Substratlésung pipettiert. Es erfolgte eine weitere sieben-
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minUtige Inkubationsphase, ebenfalls bei Raumtemperatur. Die Farbreaktion wurde
dann durch Zugabe von 100 ul Stopplésung (0,5M Schwefelsaurelésung) pro
Vertiefung unterbrochen. Die optischen Dichten der Proben und der Kontrollseren
wurden nach der Kalibrierung des Photometers gegen Luft als Leerwert, bei 450 nm

Testwellenlange und einer Referenzwellenlange von 620 nm ermittelt.

Auswertung

Zur Analyse der Ergebnisse wurde das Easy fit Version 7.1 Programm und das Easy
base Programm 7.17 von SLT Labinstruments Crailsheim herangezogen. Die
gemessenen optischen Dichten [OD] der Kontrollseren wurden zu ihren angegebenen
Konzentrationen ins Verhaltnis gesetzt und daraus eine lineare Regressionsgrade
berechnet. Da eine Doppelbestimmung durchgefihrt wurde, wurde der Mittelwert
beider Messungen gebildet und bei der Berechnung eingesetzt. Aus den Messwerten
der Proben wurden mit Hilfe der Regressionsformel, die Antikérpertiter in OD %
berechnet. Flr eine glltige Messung musste der P/N-Quotient (P/N= OD von
Kontrollserum 1 / OD von Kontrollserum 5) einen héheren Wert als 4,0 erreichen. Als
positiv. wurden Fleischsaftproben gewertet, deren Antikdrpertiter in einer gultigen
Messung gréBer oder gleich 40 OD % war. Als negativ waren solche Proben
anzusehen, deren Antikdrpertiter unter 40 OD % lag.

Die genaue Berechnung ist im Folgenden beschrieben (Methode der kleinsten Fehler-
quadrate nach Gauss).

Die Regressionsgerade wurde nach folgender Formel berechnet:

y = ax + b wobei a und b als Regressionskoeffizienten bezeichnet wurden.
a = Anstieg bzw. Steigung der Regressionsgerade

b = Schnittpunkt mit der y-Achse.

Zur Berechnung des Titers in OD % musste die Regressionsformel (y = ax + b) nach x
umgestellt werden:

_y-b)

a
x = Aktivitat in OD %
y = Optische Dichte [OD]

Der P/N-Quotient der Extinktionen wurde nach folgender Formel berechnet:

_ OD Kontrollserum 1

P/N=
OD Kontrollserum 5
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3.1.5.2.2 HerdChek-ELISA (IDEXX LABORATORIES)

Vorbereitung der Reagenzien
Zur Herstellung des gebrauchsfertigen Waschpuffers wurden 30 ml 10-fach
konzentriertes Waschkonzentrat mit 270 ml Aqua dest. verdinnt (Verdinnung 1:10).

Probenvorbereitung

Die tiefgefrorenen Muskelproben bzw. die in Storage-Platten (Deep-well-Platten)
archivierten Fleischsaftproben wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und aus dem
gewonnenen Fleischsaft wurde eine 1:2 Verdinnung mit Probenverdinnungspuffer
hergestellt (60 pl Fleischsaftprobe + 60 ul Probenverdiinnungspuffer).

Testdurchfiihrung

Alle Reagenzien und die zu untersuchenden Proben wurden vor der Durchfihrung des
Tests auf Raumtemperatur gebracht und durch leichtes Schuitteln gemischt. Je 100 pl
unverdinnte negative Kontrolle wurden in die Vertiefungen A1 und A2 pipettiert, je
100 pl der unverdlinnten positiven Kontrolle wurden auf die Positionen B1 und B2
pipettiert. Die restlichen Vertiefungen wurden mit jeweils 100 pl der vorverdiinnten
Proben (in Einzelbestimmung) belegt. Die Platten wurden abgedeckt und 30 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die Mikrotiterplatten durch
Ausschlagen entleert und jede Kavitat dreimal mit jeweils 300 pl vorbereitetem Wasch-
puffer gewaschen, um nicht gebundenes Probenmaterial zu entfernen. Der Wasch-
vorgang wurde mit Hilfe einer Spritzflasche durchgefihrt. AnschlieBend wurden die
Platten auf Zellstoff trockengeklopft. Danach folgte die Zugabe von 100 pl Anti-
Schwein-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat-Lésung in jede Vertiefung und eine
30-mindtige Inkubationszeit bei Raumtemperatur schloB sich an, bevor die Platten
einem zweiten Waschvorgang (siehe oben) unterzogen wurden. Nach dem Waschen
wurde in jede Vertiefung 100 pul TMB-Substratlésung pipettiert und 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde die Farbreaktion durch 100 pl Stopplésung
unterbrochen und die optischen Dichten der Proben und der Kontrollseren nach
Kalibrierung des Photometers gegen Luft als Leerwert bei 650 nm [OD] gemessen.
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Auswertung
Nach den Vorgaben des Herstellers mussten fiir ein valides Testergebnis folgende

Kriterien erfillt werden:

1. Die Differenz zwischen dem Mittelwert der positiven Kontrollen und dem
Mittelwert der negativen Kontrollseren musste gréBer oder gleich 0,15 sein.
2. Der Mittelwert der negativen Kontrollen musste kleiner oder gleich 0,20 sein.

Ermittlung des Mittelwertes der negativen Kontrolle (NKx )

OD von Vertiefung A1+OD von Vertiefung B1 NK X
2

Ermittlung des Mittelwertes der positiven Kontrolle (PKX )

OD von Vertiefung C1 +OD von Vertiefung D1 PKX
2

Die Antikérpertiter der Proben wurden folgendermaBen berechnet:

Das Vorhandensein oder Fehlen von Antikérpern gegen Salmonellen ergab sich aus
dem S/P-Verhaltnis, d.h. der OD-Wert der Probe (S) wurde mit dem der positiven
Kontrolle (P) verglichen (S/P-Verhéltnis). Sowohl S als auch P wurden um den
Mittelwert der negativen Kontrolle korrigiert. Der S/P-Wert wurde dann durch den
Faktor 2,5 geteilt, um das Proben-Ergebnis in OD % anzugeben. Proben mit OD %-
Werten gréBer oder gleich 40 % (S/P = 1,0) wurden positiv, Proben mit OD %-Werten
unter 40 % wurden negativ bewertet. Zur Analyse der Ergebnisse wurde das
Programm Easy base in der Version 7.21 von SLT Labinstruments Crailsheim
herangezogen.

Das S/P-Verhaltnis wurde nach folgender Formel berechnet:

OD der Probe — NKX
PKx — NKx

S/IP =

S/P
Titer [OD %] = —— x100 %
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3.1.5.2.3 Enterisol®-ELISA (Boehringer Ingelheim)

Vorbereitung der Reagenzien

Es wurden 25 ml der 20-fach konzentrierten PBS-Tween-L6sung mit 475 ml Aqua dest.
versetzt und sorgféltig durchmischt. Zu 10 ml des 6-fach konzentrierten Verdinnungs-
puffers wurden 50 ml destiliertes Wasser gegeben und ebenfalls sorgféltig
durchmischt. 10 ul des Kaninchen-Antischwein-lgG-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat-
Konzentrates wurden unmittelbar vor Gebrauch in 190 ul des Verdinnungspuffers
gelbst (1:20). Von dieser Lésung wurden dann 55 ul in 11 ml des Verdinnungspuffers
gelést (Endverdinnung 1:4.000). 10 ul der Kontrollseren wurden in 390 pl
Verdunnungspuffer (1:40) vorverdinnt und eine Stunde auf einen Schuttler gestellt.

Probenvorbereitung

Die tiefgefrorenen Muskelproben bzw. die in Storage-Platten (Deep-well-Platten)
archivierten Fleischsaftproben wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und die Fleisch-
saftproben wurden mit Probenverdinnungspuffer 1 : 4 verdinnt (30 pl Fleischsaftprobe
+ 90 pl Probenverdinnungspuffer).

Testdurchfiihrung

Alle Reagenzien wurden vor ihrer Benutzung durchmischt und auf Raumtemperatur
gebracht. In jede, der fUr die Kontrollseren und Proben vorgesehenen Vertiefungen
wurden 90 pl Verdinnungspuffer vorgelegt. Danach wurden in die Vertiefungen A1 und
A2 je 10 pl der negativen Kontrolle (Kontrolle B), in die Vertiefungen B1 und B2 10 pl
des positiven Kontrollserums (Kontrolle A) und in die restlichen Vertiefungen die
vorverdinnten Proben (in Einzelbestimmung) pipettiert. Die Platte wurde mit Folie
abgedeckt und fir 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die
Platte entleert und dreimal mit Waschlésung mit einer Spritzflasche gewaschen
(mindestens 300 pul pro Vertiefung). Die Waschlésung wurde grindlich durch
Ausklopfen auf Zellstoff entfernt. Pro Vertiefung setzte man anschlieBend 100 pl
Konjugatlésung hinzu, bevor die Mikrotiterplatte einem zweiten Waschvorgang (siehe
oben) unterzogen wurde. Nach dem Waschen wurden 100 pl Substratiésung in jede
Vertiefung pipettiert, und die Platte nochmals fur zehn Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Die eintretende Farbreaktion wurde durch Zugabe von 50 pl Stopplésung
unterbrochen. Nach Schitteln der Platte wurden die optischen Dichten der Kontroll-
seren und der Proben bei einer Wellenlange von 450 nm mit einem Photometer

gemessen.
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Auswertung

Zur Analyse der Ergebnisse wurde das Programm Easy base in der Version 7.21 von
SLT Labinstruments Crailsheim herangezogen. Die Testdurchfiihrung war korrekt,
wenn die Mittelwerte der Optischen Dichten (x OD) der Kontrollseren A und B folgende

Anforderungen erflllten:

Positives Kontrollserum A:  -0,80 < X OD < 2,00
Negatives Kontrollserum B: PP <25 %

Die optische Dichte des Kontrollserums B (PP) wurde nach der folgenden Formel
berechnet:

XOD Kontrolle B (negativ)
XOD Kontrolle A (positiv)

PP x100 %

Die Berechnung der Titer von Fleischsaftproben in OD % erfolgte nach folgender

Formel:

Titer [OD %] = 2D derProben 550,
xOD Kontrolle A

Proben mit Titern gréBer oder gleich 40 OD % wurden als positiv, Proben mit OD %-
Werten unter 40 OD % wurden negativ bewertet.

3.1.5.3 Ermittlung des Salmonellen-Antikérperstatus der Betriebe

Die schweinehaltenden Betriebe wurden anhand der in ihnen ermittelten Quoten an
seropositiven Fleischsaftproben einer von vier Bewertungskategorien zugeordnet.
Diese Kategorisierung des betrieblichen ,Salmonellen-Antikdrperstatus” erfolgte
allerdings nur dann, wenn die Anzahl der innerhalb von zwélf Monaten von diesem
Betrieb gelieferten Stichproben der geforderten Stichprobenzahl entsprach (siehe
Tabelle 11). Zur Kategorisierung wurden nur die Ergebnisse des ersten erfiillten Stich-
proben-Solls herangezogen. Der Bewertungsschlussel zur Ermittlung der jeweiligen
Kategorie entsprach dem Entwurf der Schweine-Salmonellen-Verordnung vom
20.04.2005, der in der Tabelle 13 wiedergegeben ist.
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Tabelle 13

Bewertungsschlissel zur Ermittlung des Salmonellenantikérperstatus von
schweinehaltenden Betrieben aus dem Entwurf der Schweine-Salmonellen-
Verordnung von 2005 (Stand 20.04.2005)

Positive Befunde in der Stichprobe Salmonellenantikérperstatus Kategorie
0 Vorzugsstatus 0
> 0 bis 20 % Niedrig I
> 20 bis 40 % Verdacht auf hohen Status Il
> 40 % Hoher Status 1l
3.1.6 Statistische Auswertung

Die Datenauswertung erfolgte auf den Rechnern im lokalen Rechnernetzwerk (LAN)
der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereichs
Veterinarmedizin der Justus-Liebig-Universitat GieBen. Die statistischen Auswertungen
wurden unter Verwendung des Statistikpakets BMDP / Dynamic, Release 7.0, (DIXON,
1993) durchgefihrt.

Zur Beschreibung der Daten wurden arithmetische Mittelwerte, Minima, Mediane,
Maxima, Standardabweichungen und Stichprobenumfange berechnet und tabellarisch
dargestellt. Bei rechtsschiefer Verteilung der Daten wurde eine logarithmische
Transformation der Daten durchgefuhrt und die Datenbeschreibung mit Hilfe von
geometrischen Mittelwerten und Streufaktoren vorgenommen. Zur statistischen
Prifung von Gruppeneinflissen auf statistische Signifikanz wurde bei anndhernd
normalverteilten Merkmalen eine einfaktorielle bzw. mehrfaktorielle Varianzanalyse mit
dem Programm BMDP7D bzw. mit dem Programm BMDP2V durchgeflhrt. Bei nicht
normalverteilten Variablen kam der Kruskal-Wallis-Test unter Verwendung des
Programms BMDP3S zum Einsatz. Bei abhangigen Stichproben und Kkeiner
normalverteilten sondern einer rechtsschiefen Verteilung, wurde der Friedman-Test zur
Berechnung zu Hilfe genommen. Daraufhin wurde mit dem Wilcoxon-Wilcox-Test ein

paarweiser Vergleich vorgenommen.

Die Untersuchung der Zusammenhange erfolgte bei den quantitativen Merkmalen mit
Hilfe von Korrelations- und Hauptkomponenten- bzw. Korrelationsanalysen unter

Angabe des Korrelationskoeffizienten, der Regressionsgeraden und der Haupt-
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komponentengleichung (BMDP6D) bzw. mit dem Rangkorrelationskoeffizienten nach
Spearman (BMDP3D).

Far die Gegentberstellung qualitativer Merkmale wurden Haufigkeitstabellen mit dem
Programm BMDP4F erzeugt. Mittelwertunterschiede zwischen normalverteilten,
quantitativen Werten wurden mit Hilfe des Student-T-Tests auf Signifikanz gepruift.

Im Zusammenhang mit der serologischen Untersuchung auf Antikdrper gegen
Salmonella-LPS wurden die folgenden serologischen Betriebsparameter ermittelt und

den statistischen Analysen zugrunde gelegt:

Titer [OD %]: Antikdrpergehalt einer Fleischsaftprobe, wie er mit
einem der oben genannten ELISA-Systeme bestimmt
wurde (siehe 3.1.5.2.1 bis 3.2.5.2.3)

Innerbetrieblicher Arithmetischer Mittelwert der ermittelten Titer von n
Durchschnittstiter [OD %]: Fleischsaftproben aus einem Betrieb

Anteil serologisch positiver  prozentualer Anteil von serologisch getesteten
Schweine [%]: Schlachtschweinen eines Betriebes, deren
Fleischsaftproben einen Titer > 40 OD % aufwiesen

Bei der Bewertung der statistischen Signifikanzen wurde das Signifikanzniveau
a = 0,05 zugrunde gelegt, d.h. Ergebnisse mit Uberschreitungswahrscheinlichkeit von
5,0 % oder weniger wurden als statistisch signifikant angesehen. In Tabelle 14 sind die
in der vorliegenden Arbeit verwendeten Signifikanzschwellen aufgefihrt.

Tabelle 14

Verwendete Signifikanzschwellen

p-Wert Bewertung Abklrzung
p < 0,001 hoch signifikant e

0,001 < p =0,01 signifikant **

0,01 <p=<0,05 schwach signifikant *

p > 0,05 nicht signifikant n.s.
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3.2 Ergebnisse

3.2.1 Kulturell-bakteriologischer Nachweis von Salmonellen und
Campylobacter spp. bei Mastschweinen in Baden-Wiirttemberg

Zur Ermittlung der Salmonellen- und Campylobacter-Pravalenz in Baden-Wirttemberg
wurden im Zeitraum von Januar 2003 bis Juli 2004 in 124 Betrieben nach dem
Zufallsprinzip entnommene Kotproben von Endmastschweinen im STUAAU kulturell-
bakteriologisch auf Salmonella spp., C. jejuni und C. coli untersucht. 35 Betriebe
schickten einmalig je zehn einzeln verpackte Kotproben, die im Untersuchungsamt zu
Sammelkotproben zusammengefasst wurden. Diese Sammelkotproben wurden
kulturell-bakteriologisch auf C. jejuni und C. coli untersucht (zuséatzlich zur Unter-
suchung auf Salmonella spp.). Es wurde nur jeweils eine entsprechend verdachtige
Kolonie subkultiviert und weiter untersucht. 40 Betriebe schickten zweimal je zehn
Kotproben zur Untersuchung. In 49 Betrieben wurden Betriebsbesichtigungen
durchgefiihrt und anlésslich des Besuchs jeweils zwei Sammelkotproben aus je zehn
Einzelkotproben von Endmastgruppen zusammengestellt.

Salmonellen waren in 13 (10,5 %) der 124 untersuchten Betriebe zu isolieren,
Campylobacter spp. sogar in 63 (50,8 %) der Betriebe. Die isolierten Salmonellen
gehdrten den Serovaren Salmonella Typhimurium (n = 11) und Salmonella Enteritidis
(n=2) an. 56,9 % (n = 32) der Campylobacter-Isolate wurden als Campylobacter jejuni
und nur 43,2 % (n = 42) als Campylobacter coli typisiert. In insgesamt acht Betrieben
(22,9 %), die einmalig Kotproben geschickt hatten, wurden Campylobacter spp. und in
einem weiteren (2,9 %) Betrieb Salmonellen nachgewiesen. In Betrieben, die zweimal
Kotproben zur Untersuchung eingesandt hatten, wurden in 21 Fallen (52,5 %)
Campylobacter spp. und in einem (2,5 %) Fall zusétzlich Salmonella spp. gefunden. In
Betrieben, die im Rahmen von Betriebsbesichtigungen beprobt wurden, waren
Campylobacter spp. in insgesamt 34 (69,4 %) Fallen, und Salmonellen in insgesamt elf
(22,4 %) Fallen zu isolieren. In neun (18,4 %) Betrieben waren beide Erregergruppen
vorhanden, und in nur 13 (26,5 %) Betrieben waren weder Campylobacter spp. noch
Salmonellen nachweisbar. Die Ergebnisse der kulturell-bakteriologischen Unter-
suchungen sind in Tabelle 15 zusammengefasst.
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Tabelle 15
Ergebnisse der kulturell-bakteriologischen Untersuchungen von Schweine-
kotproben auf Salmonellen und Campylobacter spp.

Positive Betriebe (Anzahl und Anteil)

Probenentnahme durch Landwirt oder Ringberater Eigene Probenentnahme

Eigene
Betriebsbesichtigungen(®

(49 Betriebe = 100 %)

Nachweis von 1 Sammelkotprobe(! 2 Sammelkotproben(
(35 Betriebe = 100 %) (40 Betriebe = 100 %)

C. jejuni 4 114 5 12,5 15 30,6
C. coli 4 11,4 14 35,0 2 41
C. jejuni und 0 0,0 1 25 8 163
C. coli

S. Enteritidis 1 29 0 0,0 0 0,0
C. jejuniund

S. Enteritidis 0 0.0 0 0.0 1 20
S. Typhimurium 0 0,0 0 0,0 2 4.1
C. jejuni und 0 00 0 00 6 122

S. Typhimurium

C. coliund

S. Typhimurium 0 0.0 1 25 0 0.0
C. jejuni, C. coli
und 0 0,0 0 0,0 2 41
S. Typhimurium

C. jejuni, C. coli

oder /und 9 257 21 525 36 734
S. Typhimurium,

S. Enteritidis

Erlauterungen: (1: Einmalige Untersuchung. Eine Sammelkotprobe wurde aus

10 Einzelkotproben zusammengestellt. (2: Probenentnahmen zu zwei verschiedenen
Zeitpunkten (3: Bei der Besichtigung eines Betriebes wurden mindestens zwei
Sammelkotproben, bestehend aus jeweils zehn Einzelkotproben, entnommen.
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3.2.2 Nachweis von Antikérpern gegen Salmonellen mit dem
SALMOTYPE®-ELISA bei  Schlachtschweinen in Baden-
Wiirttemberg

Gesamtzahl und -anteil seropositiver Schlachtschweine

Zur Ermittlung der Seropravalenz von Salmonellen-Infektionen bei Schweinen in
Baden-Wirttemberg wurden im Zeitraum von Oktober 2001 bis Juli 2004 insgesamt
30.090 Fleischsaftproben aus 291 Betrieben, die dem Landeskontrollverband (LKV)
Baden-Wiirttemberg angeschlossen waren, mit dem SALMOTYPE®-ELISA auf
Salmonella-LPS-Antikérper untersucht. Die Fleischproben wurden auf dem Schlachthof
von frisch geschlachteten Schweinen durch das Schlachthofpersonal entnommen.
Insgesamt reagierten 1.226 Tiere (4,1 %) serologisch positiv. Quartalsweise lag der
Anteil positiver Reagenten zwischen 1,5 % und 5,5 % (Mittelwert 3,8 %). Bei den
Untersuchungen konnten keine an die Jahreszeit gebundenen Schwankungen der
Ergebnisse festgestellt werden. Der niedrigste gemessene Titer lag bei 0 OD % und
der héchste bei 232 OD %. Die Tabelle 16 zeigt eine quartalsweise Zusammenfassung

der Ergebnisse.
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Tabelle 16

Nachweis von Antikérpern gegen Salmonella-LPS in Fleischsaftproben von

Schlachtschweinen aus Baden-Wirttemberg im Zeitraum vom 01.10.2001 bis

30.07.2004

WNWIXBN "XB “WNWIUIA Ul INF USP Jnu 18)feyulaq 1| / #002 [eMenD :|.)

UaM|SNI Jayosiawyllie X “Bunyolemgepiepuels *mgeis

:uabunialneug

(7 922’1 060°0€ lwesay
990} L. FL Zhl Lot 6°C o G8. ol ¥00¢
L'8LL 0'8 00 67 8Tl 2's el 1992 I 002
8'9¢l €8 L0 L0l L L'e y€ ov9't _ ¥00¢
0'LEL L6 G0 6Cl L2 v'e LSl 808°¢ Al €002
L'evL v'6 60 €91 44! G'g 261 819¢ I €002
g'ael 6'L 00 8¢l 2cl 0'v 621 00c'€ I €002
6L Z'hL o't L'EL €'l G'g 2/l oEl’e _ €002
0‘cee 9°, G0 Gyl 8°h1 6°C /€l g8y'e Al c00¢
L'6EL 8°G ¥0 2l 6'8 €e 2/ cSl'e 1 200¢
0'sEl W 0t 9rL 9Lt €'y gLl 0€LC I 2002
L'981 G'L 2o L9 €2l 0‘G 2/ evv'l _ 200¢
8°c6 €L el v'6 v0lL Gt 8 9es Al 1002
XEN UEIPN A MAEIS X [%%] 181Uy >_#_m%%mM%mww:m\mm 10150)06 [euend Jyer

% dO ut sl

uaqouidyjesyosia|4 Jop |yezuy

73



3 Eigene Untersuchungen - 3.2 Ergebnisse

Innerbetriebliche Durchschnittstiter

Der in jedem Betrieb ermittelte durchschnittliche Titer aller getesteten Tiere (Inner-
betrieblicher Durchschnittstiter) schwankte von Betrieb zu Betrieb. Abbildung 2 gibt
eine Haufigkeitsverteilung der 291 Betriebe nach ihrem Innerbetrieblichen Durch-
schnittstiter wieder, wenn alle in einem Betrieb untersuchten Proben bei der
Berechnung beriicksichtigt werden. Bei der Auswertung wurde deutlich, dass bei 227
(78 %) Betrieben der Innerbetriebliche Durchschnittstiter unter 15 OD % lag.

140

119

120 4

100 4

80 -

60 <

40 -

Anzahl der Betriebe

20 -

0,0-5,0 5,1- 10,1- 15,1- 20,1- 25,1- 30,1- 35,1- 40,1- 45,1- 50,1- 55,1- 60,1-
10,0 150 20,0 250 30,0 350 40,0 450 500 550 600 65,0

Innerbetrieblicher Durchschnittstiter [OD%)]

Abbildung 2

Haufigkeitsverteilung schweinehaltender Betriebe in Baden-Wirttemberg nach
ihrem Innerbetrieblichen Durchschnittstiter gegen Salmonella-LPS.

Bei der Titerberechnung wurden die im SALMOTYPE®-ELISA ermittelten Ergebnisse
von allen untersuchten Fleischsaftproben der 291 Betriebe berticksichtigt.
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Kategorisierung der Betriebe anhand der ELISA-Ergebnisse von allen
Fleischsaftproben

Die Entwirfe der Schweine-Salmonellen-Verordnung zielen alle darauf ab, den
Salmonellen-Status der schweinehaltenden Betriebe anhand des Anteils serologisch
positiver Schlachtschweine in jedem Betrieb zu bewerten. Dieser Anteil soll, geman
dem Entwurf der ,Schweine-Salmonellen-Verordnung®, als gleitendes Mittel Gber zwolf
Monate bestimmt werden. Um einen Uberblick (iber die Gesamtsituation im
Untersuchungszeitraum, bezlglich des Anteils serologisch positiver Schlachtschweine
pro Betrieb zu erhalten, wurden alle im gesamten Untersuchungszeitraum ermittelten
Probenergebnisse zur Auswertung herangezogen. Der SchlUssel zur Einstufung der
Betriebe in die Kategorien 0, I, Il und Ill entsprach dem Entwurf der Schweine-
Salmonellen-Verordnung vom 20.04.2005.

Seropositive Schlachtschweine waren in insgesamt 201 der 291 untersuchten Betriebe
(69,1 %) nachzuweisen. Der Anteil serologisch positiver Schlachtschweine lag bei 275
(94,5 %) Betrieben bei maximal 20 %. Davon waren 90 (32,7 %) Betriebe in die
Kategorie 0 (keine seropositiven Tiere) einzustufen, und 185 Betriebe in Kategorie |
(maximal 20 % seropositive Proben). Der Anteil seropositiver Tiere an ihren jeweiligen
Schlachtlieferungen war somit meist geringgradig. Zwolf Betriebe (4,1 %) fielen in
Kategorie Il. Insgesamt vier Betriebe (1,4 %) wurden mit einer Quote von Uber 40 % in
Kategorie lll eingestuft (Abbildung 3). Die hier dargelegte Kategorisierung erfolgte
allerdings unter dem Vorbehalt,dass im Gegensatz zu den Vorschriften der Schweine-
Salmonellen-Verordnung erstens die Daten von samtlichen im 34-monatigen
Beprobungszeitraum gezogenen Fleischsaftproben zugrunde gelegt wurden und
zweitens auch Betriebe berlcksichtigt wurden, die die jahrlich geforderte Anzahl an
Stichproben (Stichproben-Soll) nicht erbrachten.
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Abbildung 3

Haufigkeitsverteilung von schweinehaltenden Betrieben in Baden-Wiirttemberg
nach dem Anteil serologisch positiver Schlachtschweine pro Betrieb.

In die Auswertung wurden alle 291 Betriebe und die Ergebnisse von allen im ganzen
Untersuchungszeitraum im SALMOTYPE®-ELISA untersuchten Fleischsaftproben
einbezogen (Kategorisierung nach Schweine-Salmonellen-Verordnung im Entwurf vom
20.04.2005).

Kategorisierung der Betriebe anhand der ELISA-Ergebnisse von Fleischsaft-
proben des ersten erfiillten Stichproben-Solls

Bei strikter Anwendung der Vorschriften der Schweine-Salmonellen-Verordnung auf die
Datensatze der vorliegenden Arbeit, verschob sich die Haufigkeitsverteilung zugunsten
der Kategorie-0-Betriebe. Von den 291 untersuchten Betrieben lieferten 200 Betriebe
im Untersuchungszeitraum wenigstens einmal die von ihnen pro zwdlf Monate
geforderte Anzahl an Fleischsaftproben (erfiilltes Stichproben-Soll). Legt man die
ELISA-Ergebnisse derjenigen Proben zugrunde, die jeweils das erste erfiillte Stich-
proben-Soll dieser 200 Betriebe reprasentieren, dann ergibt sich die in Abbildung 4
gezeigte Verteilung: 99 Betriebe (49,5 %) fielen in Kategorie 0, 92 Betriebe (46 %) in
Kategorie |, acht Betriebe (4 %) in Kategorie Il und nur noch ein Betrieb (0,5 %) in
Kategorie .
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Abbildung 4

Haufigkeitsverteilung von 200 schweinehaltenden Betrieben in Baden-Wirttem-
berg nach dem Anteil serologisch positiver Schlachtschweine pro Betrieb.

In die Auswertung wurden nur diejenigen 200 Betriebe einbezogen, die das geforderte
Stichproben-Soll erfillt hatten. Ferner wurden nur die SALMOTYPE®-ELISA-Ergeb-
nisse derjenigen Fleischsaftproben berlcksichtigt, die das erste erfiillte Stichproben-
Soll reprasentierten (Kategorisierung nach Schweine-Salmonellen-Verordnung im
Entwurf vom 20.04.2005).

In Abbildung 5 ist die Haufigkeitsverteilung flr diejenigen 91 Betriebe dargestellt, die
das von ihnen geforderte Stichproben-Soll, in Bezug auf die Schweine-Salmonellen-
Verordnung, zu keiner Zeit des Untersuchungszeitraumes erfillt hatten, weshalb die
MeBergebnisse von allen bei ihnen gezogenen Fleischsaftproben herangezogen
wurden. 43 Betriebe (47,3 %) waren in die Vorzugskategorie 0 und 39 Betriebe in
Kategorie | (42,9 %) eingestuft worden. Finf Betriebe (5,5 %) fielen in Kategorie Il und
vier weitere Betriebe (4,3 %) in Kategorie Ill. Diese Kategorisierung gilt unter dem
Vorbehalt, dass die hierzu erforderliche Stichprobenzahl eigentlich nicht erbracht

worden war.
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Abbildung 5

Haufigkeitsverteilung von 91 schweinehaltenden Betrieben in Baden-Wirttem-
berg nach dem Anteil serologisch positiver Schlachtschweine pro Betrieb.

In die Auswertung wurden nur diejenigen 91 Betriebe einbezogen, die das geforderte
Stichproben-Soll zu keiner Zeit erfiillt hatten. Es wurden die SALMOTYPE®-ELISA-
Ergebnisse aller Fleischsaftproben berlcksichtigt, die von diesen Betrieben gezogen
worden waren (Kategorisierung nach Schweine-Salmonellen-Verordnung im Entwurf
vom 20.04.2005).

Einfluss des Stichprobenumfanges auf das Ergebnis der Betriebs-
kategorisierung

Es sollte geprift werden, inwieweit die Kategorisierung von der Anzahl der dazu
berlicksichtigten Stichproben abhing. Je Betrieb wurde hierzu zunachst diejenige
Kategorie ermittelt, die sich aus den Ergebnissen flr das erste erflillte Stichproben-Soll
ergab. Einige Betriebe lieferten in dem 12-Monatszeitraum, in dem sie die Proben fiir
dieses erste Stichproben-Soll abgaben, noch zusatzliche Proben. Deshalb wurde fir
diese Betriebe eine zweite Kategorisierung vorgenommen, wobei die Messergebnisse
fir alle in diesem 12-Monatszeitraum gezogenen Proben berlcksichtigt wurden.
Tabelle 17 zeigt eine detaillierte Zusammenfassung der Resultate.

Je nachdem wieviele Stichproben man berlcksichtigte, wurden insgesamt 20 (10 %)
der 200 Betriebe unterschiedlich kategorisiert. Die Unterschiede betrugen jeweils eine
Kategoriestufe. So wurden 99 Betriebe anhand des ersten erfillten Stichproben-Solls
in Kategorie 0 eingestuft. Von ihnen blieben 86 Betriebe auch bei der Berlicksichtigung
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aller Proben des entsprechenden 12-Monatszeitraums in Kategorie 0, 13 Betriebe
fielen in Kategorie |I. Von den 92 Kategorie-I-Betrieben verschlechterten drei ihre
Einstufung um eine Kategorie. Von den acht Kategorie-lI-Betrieben anhand des ersten
erfillten Stichproben-Solls verbesserte sich ein Betrieb in Kategorie I, wahrend flnf
Betriebe in Kategorie Il blieben und zwei sich in Kategorie Ill verschlechterten. Der
einzige Kategorie-IlI-Betrieb verbesserte sich durch die Berlcksichtigung aller Proben
in Kategorie Il.

Dynamik der Betriebskategorisierung im Untersuchungszeitraum

Alle Entwirfe der Schweine-Salmonellen-Verordnung sehen vor, dass Schlachtschwei-
ne-liefernde Betriebe alle drei Monate erneut zu kategorisieren sind, wobei dann immer
wieder die Messergebnisse der jeweils 12 zurlickliegenden Monate zu berlcksichtigen
sind. Inwieweit sich die Kategorie eines Betriebes dabei dynamisch andert, wurde
anhand der 200 kategorisierbaren Betriebe in der vorliegenden Studie né&her
untersucht. Bei dieser Analyse wurde jeweils von derjenigen Kategorie ausgegangen,
die sich unter Berlcksichtigung aller Proben des 12-Monatszeitraumes ergab, in dem
der Betrieb sein erstes Stichproben-Soll erfiillte. Es galt immer derjenige Monatserste
als Stichtag, an dem das erste erflllte Stichproben-Soll und die jeweilige 12-Monats-
spanne erfillt waren. Ab diesem Tag wurde, fir jeden Betrieb individuell, alle drei Mo-
nate neu kategorisiert, wobei alle Proben der jeweils vorhergehenden 12 Monate zur
Beurteilung herangezogen wurden. Die Tabelle 18 gibt zu dem Aspekt “Dynamik der
Betriebskategorisierung im gesamten Untersuchungszeitraum“ einen detailierten
Uberblick.

Von den 200 Betrieben behielten 150 (75 %) ihre Kategorie im gesamten Unter-
suchungszeitraum bei, 50 (25 %) Betriebe anderten ihre Kategorie. 26 Betriebe ver-
schlechterten sich von Kategorie 0 zu |, wobei ein Betrieb nach 6 Monaten wieder
besser eingestuft wurde. 18 Kategorie-I-Betriebe verbesserten sich zu Kategorie 0,
wovon funf im Verlauf der Zeit aber erneut zur schlechteren Kategorie | abzuwerten
waren. Nur ein Kategorie-1-Betrieb wechselte zu Kategorie Il. Von den vier Kategorie-I|-
Betrieben, die im Untersuchungszeitraum ihre Kategorie wechselten, verbesserten sich
drei in Kategorie |, ein Betrieb stieg in Kategorie Il ab. Einer der beiden Kategorie-IlI-
Betriebe wechselte zu Kategorie Il, wahrend der andere seine Einstufung nicht

verbessern konnte.
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Tabelle 17

Kategorisierung von schweinehaltenden Betrieben nach dem Anteil
seropositiver Schlachtschweine: Abhangigkeit der Kategorie von der Anzahl der
dazu beriicksichtigten Stichproben.

Bei der Berechnung wurden nur die Ergebnisse der 200 kategorisierbaren Betriebe
berlicksichtigt (Ergebnisse der Fleischsaftproben im SALMOTYPE®-ELISA).

Kategorie

Anzahlder i 1o @
gemaB Ergebnissen des  geméB Ergebnissen Betriebe
Stichprobensolls aller Stichproben ¢

0 86 43

| 13 6,5

0 | 0 0

i 0 0

Summe 99 49,5

0 0 0

| 89 44,5

| | 3 1,5

i 0 0

Summe 92 46

0 0 0

| 1 0,5

1l 1l 5 2,5

i 2 1

Summe 8 4

0 0 0

| 0 0

i 1l 1 0,5

i 0 0

Summe 1 0,5

Erlauterungen: (1: Stichproben des ersten erflliten Stichproben-Solls eines

Betriebs. (2: Alle Stichproben im 12-Monatszeitraum des ersten erflllten Stichproben-
Solls (3: Anteile der Betriebe jeweils auf die Gesamtzahl von 200 Betrieben bezogen.
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Tabelle 18

Dynamik der Betriebskategorisierung im gesamten Untersuchungszeitraum

Bei der Berechnung wurden alle Ergebnisse der 200 kategorisierbaren Betriebe
berlicksichtigt (Ergebnisse der Fleischsaftproben im SALMOTYPE®-ELISA).

Veranderung gegenuber Anzahl der Betriebe
der ersten
Kategorisierung

Ergebnis der ersten Kategorisierung"
Kat. 0 Kat. | Kat. Il Kat. Il

keine 60 - - -

- 84 - -

5 -

0—1

0—0—1

0—0—0—1

0—0—-0—-0—1

0—0—-0—-0—-0—0—1

0—-1-1-1-1

0—0—1—1

0—-0—-1—>1-1

0—-0—-1>1-51-1

0—-0—->1->1->151-1

0—0—-0—1-1

0—-0—-0—>1—->1—>1

0—-0—-0—->1->1>1-1

0—-0—-0—-0—>1—>1

0—»1—-1-0—-0

b= = = (DN =2 [ = Q=[N = [N —=IDND]
1
1
1

1—0

1-0-0 -

1—-0—0—-0 -

1—-0—0—0—-0 -

1—-0—1 -

1—-0—-0—-0—-0—1 -

1500111 -

1—-1-0—-0 -

1-1-0—-1 -

1-1-1-0 -

1—-1—-1-0-0 -

1-1-51-51-50-0 -

1-1-51-1-0-0—-0—-0 -

151515150011 -

151515152 -

1-1-1-51-1-0—-0-0 -

| == = [ [ [N [ [ = | Q|| | | | | = [y
1
1

2—1-1-1 -

2—2-1-51-1-1 -

2—2-3 - -

2—52—2—1 - -

[ g [Py Y P
1

3—2 - -

Summe 86 103 9 2

Erlauterungen: (1: Anhand aller Stichproben im 12-Monatszeitraum des ersten
erfillten Stichproben-Solls.
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3.2.3 Gegeniberstellung der kulturell-bakteriologischen und der
serologischen Ergebnisse in baden-wiirttembergischen Schweine-
mastbetrieben

Zur PrOfung des Zusammenhangs zwischen der serologisch begriindeten
Kategorisierung und dem kulturell-bakteriologischen Nachweis von Salmonellen und
Campylobacter spp. wurden die Ergebnisse der sowohl kulturell-bakteriologisch als
auch serologisch untersuchten Betriebe miteinander verglichen (Tabelle 19). Dabei
zeigte sich, dass es in jeder Kategorie Betriebe gab, in denen mit Salmonellen-
und / oder Campylobacter-infizierte Schweine nachweisbar waren. Tendenziell waren
die Anteile Salmonella-positiver Betriebe umso gréBer, je héher die Kategorie war, in
die die Betriebe aufgrund der serologischen Ergebnisse eingestuft worden waren. Von
den insgesamt 124 untersuchten Betrieben wurden 44 (35,5 %) in Kategorie 0
eingestuft, davon waren zwei (4,5 %) Betriebe Salmonella-positiv, in 20 (45,5 %) der
Betriebe lieBen sich Campylobacter nachweisen. In Kategorie | wurden 50 (40,3 %)
Betriebe eingestuft, davon waren insgesamt sechs (12 %) Salmonella- und 28 (56 %)
Campylobacter-positiv. Finf (4 %) Betriebe fielen in Kategorie I, in einem dieser
Betriebe (20 %) lieBen sich Salmonellen aus den Kotproben isolieren zudem waren
vier (80 %) der Betriebe Campylobacter-positiv. Ein Betrieb fiel in Kategorie Il und war
sowohl Salmonella- als auch Campylobacter-positiv. Mit Hilfe des exakten Wilcoxon-
Mann-Whitney-Tests konnte der Zusammenhang zwischen der Kategorie eines
Betriebes und dem tatsdchlichen Vorkommen von Salmonellen als statistisch
signifikant gesichert werden (p = 0,040). Das heiBt, dass im Mittel bei Betrieben mit
kulturell-bakteriologisch positiven Salmonella-Befunden haufiger schlechtere Kate-
gorien beobachtet wurden. Bezlglich des Campylobacter-Nachweises und der
Kategorisierung konnte kein signifikanter Zusammenhang festgestellt (p = 0,10)
werden. 24 Betriebe waren aufgrund des zu geringen Stichprobenumfanges
serologisch nicht kategorisierbar, in 12,5 % bzw. 41,7 % dieser Betriebe wurden
ebenfalls Salmonellen- und / oder Campylobacter-infizierte Schweine gefunden.
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Tabelle 19

Zusammenhang zwischen der serologisch begriindeten Kategorisierung und

dem kulturell-bakteriologischen Nachweis von Salmonellen und Campylobacter

spp. in diesen schweinehaltenden Betrieben
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3.24 Zusammenhang zwischen Betriebsparametern und der Haufigkeit
von Salmonellen und Campylobacter spp. bzw. Antikérpern gegen
Salmonellen in Schweinemastbetrieben in Baden-Wiirttemberg

Mit Hilfe einer multiplen logistischen Regression wurde zunachst geprift, ob es einen
statistischen Zusammenhang zwischen den kulturell-bakteriologisch ermittelten
Ergebnissen und dem Produktionstyp oder der BetriebsgréBe gab. Von den reinen
Mastbetrieben waren 7,9 % Salmonella-positiv, wahrend diese Quote bei den
kombinierten Betrieben fast doppelt so hoch war (14,6 %). In der Campylobacter-Quote
unterschieden sich beide Produktionstypen nur wenig. 52,6 % der reinen Mastbetriebe
waren Campylobacter-positiv, bei den kombinierten Betrieben lag die Campylobacter-
Quote bei 47,9 %. Nach Anzahl der Mastplatze schwankte der prozentuale Anteil
Salmonella-positiver Betriebe zwischen 0 % und 16,7 %, bei den Campylobacter-
positiven Betrieben lag der Anteil zwischen 42,1 % und 91,7 % (Tabelle 20). Ein
statistisch signifikanter Zusammenhang konnte insgesamt aber nur zwischen dem
Nachweis von Campylobacter coli und der BetriebsgroBe gesichert werden
(Signifikanzschwelle: 0,05). Je gréBer ein Betrieb war, umso haufiger wurden positive
C. coli-Befunde (p = 0,043) erhoben. Im Durchschnitt stieg die Chance eines positiven
Befundes von BetriebsgréBenklasse zu BetriebsgréBenklasse um den Faktor 1,4.

Tabelle 20

Verteilung der Betriebe hinsichtlich der Betriebsparameter Produktionstyp und
BetriebsgréBe im Hinblick auf die Ergebnisse der bakteriologischen Unter-
suchung auf Salmonella spp. und Campylobacter spp.

Anzahl der Betriebe

Betriebsparameter untersucht ~ Salmonella-  Campylobacter- C. coli-
positiv positiv positiv
Produktionstyp nur Mast 76 6 (7,9%) 40 (52,6 %) 20 (26,3 %)
Erzeugung und 48 7 (146%) 23 (47,9%) 12 (25,0 %)
Mast
Betriebsgrole <250 MP 19 1 (53 %) 8 (42,1 %) 3 (15,8 %)
(nach Anzahl 250 - 500 MP 46 5 (109%) 21 (45,7 %) 13 (28,3 %)
der 501 - 750 MP 33 4 (121%) 15 (45,5%) 5 (152 %)
Mastplatze)
751 -1.000 MP 10 1 (10,0 %) 5 (50,0 %) 1 (10,0 %)
1.001 - 1500 MP 12 2 (16,7 %) 1M1 (91,7%) 9 (75,0 %)
> 1500 MP 4 0 (0,0%) 3 (750%) 1 (25,0 %)
Erlauterungen: MP: Mastplatze
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Betrachtete man nur die 49 von mir selbst besichtigten Betriebe hinsichtlich der oben
genannten Variablen lieB sich kein signifikanter Einfluss feststellen.

Danach wurde dann auch in ahnlicher Art und Weise geprtft, ob es einen statistisch
fassbaren Zusammenhang zwischen bestimmten betrieblichen Eigenschaften und den
Ergebnissen der Betriebe bei der serologischen Prifung (hier: Anteil serologisch
positiver Schlachtschweine pro Betrieb) gab. In Tabelle 21 ist der durchschnittliche
Anteil serologisch positiver Schlachtschweine pro Betrieb nach den verschiedenen
Betriebsparametern aufgeschlisselt, wobei fir diese Daten alle untersuchten Fleisch-
saftproben aus allen 291 untersuchten Betrieben bertcksichtigt wurden. Die Daten-
grundlage fir die Tabelle 22 bildete dagegen die ELISA-Ergebnisse aller Fleischsaft-
proben aus denjenigen 200 Betrieben, die wenigstens einmal Stichproben in dem von
der Schweine-Salmonellen-Verordnung (Entwurf vom 20.04.2005) geforderten Umfang
geliefert hatten. Da der Anteil serologisch positiver Schlachtschweine pro Betrieb
keiner Normalverteilung folgte, sondern einer rechtsschiefen Verteilung, wurde zur
statistischen Analyse eine logarithmische Transformation der Daten durchgefihrt.

Bei der mehrfaktoriellen parametrischen Auswertung (Kovarianzanzanalyse ohne
Wechselwirkungen) lie3 sich sowohl bei allen 291 untersuchten Betrieben als auch bei
den 200 Betrieben, die das Stichproben-Soll erflllt hatten, ein signifikant positiver
Zusammenhang mit der Serologie nur fir die BetriebsgréBe feststellen (p = 0,0002
bzw. p = 0,0338). Der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman (rs) lag bei 0,192 far
alle 291 Betriebe und bei 0,168 fir die 200 kategorisierbaren Betriebe. Auch die ein-
faktorielle nicht parametrische Auswertung (Kruskal-Wallis-Test) ergab nur fir die
BetriebsgroBe eine signifikant positive Korrelation zum Anteil positiver Schlacht-
schweine pro Betrieb (p=0,01 bei allen 291 Betrieben; p=0,05 bei den 200
kategorisierbaren Betrieben).
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Tabelle 21

Anteil serologisch positiver Schlachtschweine pro Betrieb in Abhangigkeit von
verschiedenen Betriebsparametern.
Bei der Berechnung wurden die Ergebnisse im SALMOTYPE®-ELISA von allen
untersuchten Fleischsaftproben der 291 Betriebe berlcksichtigt.

Betriebsparameter Anzahl der seropositive p-Wert
getesteten  Schlachtschweine pro
Betriebe Betrieb [%]
MW STABW  KW-Test MFP-Test
Produktionstyp nur Mast 179 42 82 0,76 0,71
Erzeugung und Mast 112 52 9,5
<250 MP 49 3,0 53
250 - 500 MP 127 44 8,6
. . 501 - 750 MP 63 4,0 6,4
Betriebsgrole 751 -1.000 MP 30 5.2 8.4 0,01  0,0002
1.001 - 1500 MP 17 8,6 15,4
> 1500 MP 5 171 16,6
eigener Betrieb 110 53 9,6
Ferkelherkunft ein anderer Betrieb 128 3,8 8,3 0,19 0,70
mehrere and. Betriebe 53 51 75
rein - raus 40 6,0 9,8
Belegung kontinuieriich 251 44 8,5 016 0.24
RD regelméaRig 73 3,1 4.0
Reinigung und RD unregelmafig 90 52 9,9 093 0.46
Desinfektion (RD)  nurR 93 5,2 10,4 ’ ’
keine RD 35 44 7,3
Teilspalten 63 3,9 9,3
Vollspalten 172 5,2 9,2
Boden Stroheinstreu 37 3,6 6,7 0,26 0.60
gemischt 19 3,7 5,0
. mit 95 55 10,6
Heizung ohne 196 42 76 0,91 0,40
. mit 234 4,8 9,2
Liftung ohne 57 37 6.2 0,84 0,97
Futterherkunft  Cocner Betrieb 258 45 8.7 085 093
Handel 33 4,7 8,7
trocken 54 51 99
Ftterungstechnik  fllissig 219 46 8,7 0,78 0,31
gemischt 18 3,6 49
rationiert 120 53 11,2
Futterzuteilung ad libitum 154 4,2 6,5 0,68 0,89
gemischt 17 3,8 57

Erlauterungen:

KW-Test: Kruskal-Wallis-Test. MFP-Test: mehrfaktorielle
parametrische Auswertung. MW: Mittelwert. STABW: Standardabweichung
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Tabelle 22

Anteil serologisch positiver Schlachtschweine pro Betrieb in Abhangigkeit von
verschiedenen Betriebsparametern

In die Auswertung wurden die SALMOTYPE®-ELISA-Ergebnisse aller Fleischsaft-
proben aus denjenigen 200 Betrieben einbezogen, die das geforderte Stichproben-Soll
wenigstens einmal erflllt hatten.

Betriebsparameter Anzahl der seropositive p-Wert
getesteten  Schlachtschweine pro
Betriebe Betrieb [%]
MW STABW  KW-Test MFP-Test
Produktionstyp nur Mast 123 39 57 0,63 0,59
Erzeugung und Mast 77 45 8,2
<250 MP 32 3,1 55
250 - 500 MP 79 41 7,6
. . 501 - 750 MP 51 43 6,2
BetriebsgroRe 751 1,000 MP ” 28 74 0,05 0,03
1.001 - 1500 MP 12 57 5,6
> 1500 MP 3 8,5 2,9
eigener Betrieb 75 45 8,3
Ferkelherkunft ein anderer Betrieb 88 3,5 5,1 0,46 0,77
mehrere and. Betriebe 37 49 6,8
Belegung rein réus. 26 4.8 6,9 032 074
kontinuierlich 174 40 6,8
RD regelméaRig 50 35 4,3
Reinigung und RD unregelméaRig 56 4,1 73 0.69 0.81
Desinfektion (RD)  nurR 67 4,6 75 ’ ’
keine RD 27 4,0 7,5
Teilspalten 40 3,3 54
Boden VoIIspelnlten 120 48 78 033 0.65
Stroheinstreu 27 29 45
gemischt 13 31 24
Heizung mit 66 5,0 8,5 0.90 1,00
ohne 134 3,7 58
Liiftung mit 196 44 7.3 040 064
ohne 44 3,0 4.4
Futterherkunft eigener Betrieb 172 4,0 6,3 065 0.96
Handel 28 5,0 9,3
trocken 41 4,5 7,2
Futterungstechnik  fllissig 146 40 6,8 0,79 0,39
gemischt 13 4.2 55
rationiert 85 4.0 7,5
Futterzuteilung ad libitum 101 4,2 6,3 0,41 0,46
gemischt 14 44 6,1
Erlauterungen: KW-Test: Kruskal-Wallis-Test. MFP-Test: mehrfaktorielle

parametrische Auswertung. MW: Mittelwert. STABW: Standardabweichung
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Um zu prifen, ob es auch einen statistisch fassbaren EinfluB der BetriebsgréBe auf die
serologisch fundierte Kategorisierung eines Betriebs gab, wurden die Betriebe in sechs
Gruppen mit unterschiedlicher Mastplatzanzahl eingeteilt (<250 MP, 250 — 500 MP,
501 — 750 MP, 1.001 —1.500 MP, > 1.500 MP). Zur Festlegung der Salmonella-
Belastungskategorie der Betriebe wurde der Bewertungsschlissel nach Tabelle 13
und die ELISA-Daten der Fleischsaftproben des jeweils ersten erflllten Stichproben-
Solls herangezogen. Von den Betrieben mit <250 MP, 250 — 500 MP und 751 —
1.000 MP wurde jeweils der groBte Anteil der Betriebe in Kategorie O eingestuft. Bei
einer Betriebsgr6Be von 501 — 750 MP, 1.001 —1.500 MP und > 1.500 MP lag der
gréBte Anteil der Betriebe in Kategorie I. Der prozentuale Anteil an Betrieben der
unterschiedlichen Kategorien in Bezug auf die jeweilige BetriebsgréBe schwankte bei
Kategorie 0 zwischen 0 % und 56 %, bei Kategorie | zwischen 39,1 % und 100 %, bei
Kategorie Il zwischen 0 % und 8,3 %, bei Kategorie Il lag der Anteil zwischen 0 % und
2 % (Tabelle 23).

Da die Kategorie ordinal skaliert ist, wurde der statistische Zusammenhang zwischen
der BetriebsgréBenklasse und der Kategorie mit Hilfe des Rangkorrelations-
koeffizienten nach Spearman gepruft. Dieser betrug 0,084 und war bei einem p-Wert
von 0,23 nicht signifikant verschieden von Null. Es konnte somit statistisch kein
Zusammenhang zwischen der BetriebsgréBe und den unterschiedlichen Kategorien

nachgewiesen werden.

Tabelle 23

Kategorisierung anhand des ersten erfiillten Stichproben-Solls im SALMOTYPE®-
ELISA von 200 schweinehaltenden Betrieben in Bezug auf die unterschiedlichen
BetriebsgroBen

Anzahl der Betriebe

Mastplatze getestet Kategorie 0 Kategorie | Kategorie Il Kategorie Il
(Anzahl)

<250 32 6 (50,0%) 5 (46,9 %) 1 (31%) 0 (0,0%)
250 — 500 79 4 (55,7 %) 1 (39,2 %) 4 (51%) 0 (0,0%)
501 — 750 51 2 (43,1 %) 7 (52,9 %) 1 (2,0%) 1 (2,0%)
751 - 1.000 23 3 (56,0 %) 9 (39,1 %) 1 (4,3%) 0 (0,0%)
1.001 - 1.500 12 4 (33,3 %) 7 (58,3 %) 1 (83%) 0 (0,0%)
>1.500 3 0 (0,0%) (100 0 %) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Gesamt 200 9 (49,5 %) 2 (46,0 %) 8 (4,0%) 1 (0,5%)
(n=200)
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3.2.5 Prazision der Testergebnisse bei wiederholter Messung auf einer
ELISA-Mikrotiterplatte (Intra-Plattenprazision)

Um die Reproduzierbarkeit von Messwerten bei Mehrfachmessung einer Probe in
demselben Testsystem zu Uberpriifen, wurden im SALMOTYPE®-ELISA (Verwendete
Charge: 500S31), im Enterisol®>-ELISA (Verwendete Charge: 2553HPD) und im
HerdChek-ELISA (Verwendete Charge: 44100-3090) Versuche mit jeweils 36 Fleisch-
saftproben durchgefliihrt. Die Proben waren bereits im Vorfeld mit dem Pipettierroboter
in Einzelbestimmung bearbeitet, und mit dem SALMOTYPE®-ELISA gemessen
worden, sodass ihre Titer in diesem System bekannt waren. Sie wurden so aus-
gesucht, dass ihre Titer den Messbereich von <50D % bis >1000D % im
SALMOTYPE®-ELISA abdeckten. Aus technischen Griinden (begrenzte Proben-
volumina) konnten nicht in allen drei Testsystemen die gleichen 36 Proben untersucht
werden. Die Fleischsaftproben wurden je finfmal auf derselben Platte getestet. Fir die
funf Einzelmesswerte wurden anschlieBend die durchschnittlichen Variations-
koeffizienten, deren Standardabweichungen, Minima, Mediane und Maxima berechnet.
Die Variationskoeffizienten der 36 in jedem System getesteten Fleischsaftproben sind
in Tabelle 24 zusammengefasst.

Laut Angaben der Firma Labor Diagnostik GmbH Leipzig liegt ein Variationskoeffizient
von < 20 % beim Intra-Plattenprazisionstest im Toleranzbereich. In den Tests von
Boehringer Ingelheim und IDEXX LABORATORIES ist der Variationskoeffizient
tolerierbar, wenn er unter 10 % liegt. Im diagnostischen Routinebetrieb ist nach IDEXX
LABORATORIES auch ein héherer Variationskoeffizient bis zu 20 % noch annehmbar.
Die bei der vorliegenden Untersuchung ermittelten Variationskoeffizienten lagen bei
allen Proben in allen drei Testsystemen unter dieser Toleranzschwelle.
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Tabelle 24

Variationskoeffizienten bei der Flnffachmessung von jeweils 36 Fleischsaft-
proben zum Nachweis von Salmonella-LPS-spezifischen Antikérpern bei
Schweinen (Intra-Plattenprazision)

Variationskoeffizient in %

aus eigenen Untersuchungen
ELISA-System latjc;:(ia;éj:er Arithmetischer  STABW ~ Min.  Med.  Max.
Mittelwert
SALMOTYPE®-ELISA <20 7,7 3,3 14 74 17,4
Enterisol®-ELISA <10 49 2,5 0,8 49 9,5
HerdChek-ELISA <10/<20¢ 6,0 3,8 0,9 4,2 14,9
Erlauterungen: (1: im Routinebetrieb

Die Abhéangigkeit des Variationskoeffizienten vom Titer einer Probe wurde mit dem
Programm BMDP6D einer Regressionsanalyse unterzogen. Bei allen drei Test-
systemen bestand ein signifikanter EinfluB. Im SALMOTYPE®-ELISA und im
HerdChek-ELISA war der Variationskoeffizient signifikant negativ mit der Titerhdhe
korreliert (p = 0,016 bzw. 0,005; siehe Abbildungen 6 und 8) im Enterisol®-ELISA
signifikant positiv (p = 0,027; siehe Abbildung 7).
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Abbildung 6

Zusammenhang zwischen dem Mittelwert und dem Variationskoeffizient eines
Titers bei der Flinffach-Messung von Fleischsaftproben (n = 36) auf derselben

Platte.
(SALMOTYPE®-ELISA)
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Abbildung 7

Zusammenhang zwischen dem Mittelwert und dem Variationskoeffizient eines
Titers bei der Flinffach-Messung von Fleischsaftproben (n = 36) auf derselben

Platte.
(Enterisol®-ELISA)
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Abbildung 8

Zusammenhang zwischen dem Mittelwert und dem Variationskoeffizient eines
Titers bei der Finffach-Messung von Fleischsaftproben (n = 36) auf derselben
Platte.

(HerdChek-ELISA)

3.2.6 Prazision der Testergebnisse bei wiederholter Messung auf
verschiedenen ELISA-Mikrotiterplatten eines Testsystems (Inter-
Plattenprazision)

Um die Reproduzierbarkeit von Titerwerten bei Verwendung verschiedener Platten
eines ELISA-Systems zu prifen, wurden Untersuchungen mit jeweils 160 Fleischsaft-
proben im SALMOTYPE®-ELISA (Verwendete Charge: 500S31), im Enterisol®-ELISA
(Verwendete Charge: 2553HPD) und im HerdChek-ELISA (Verwendete Charge:
44100-3090) durchgefiihrt. Die Proben wurden nach dem gleichen Gesichtspunkt wie
schon die Proben fir den Intra-Plattenprazisionstest ausgewahlt (siehe 3.2.5). Auch
hier konnten ebenfalls wegen begrenzter Probenvolumina nicht die gleichen Proben in
den drei verschiedenen Testsystemen eingesetzt werden. Jede Fleischsaftprobe wurde
an demselben Tag unter gleichen Bedingungen auf drei verschiedenen Mikrotiter-
platten eines ELISA-Systems jeweils im Einfachansatz untersucht. Die drei Einzel-
messwerte wurden zu arithmetischen Mittelwerten, Standardabweichungen und
Variationskoeffizienten verrechnet. In Tabelle 25 sind die Variationskoeffizienten als
arithmetische Mittelwerte, Standardabweichungen, sowie Minima, Mediane und
Maxima zusammengefasst.
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Tabelle 25

Variationskoeffizienten bei der Einfachmessung von 160 Fleischsaftproben auf
drei Platten zum Nachweis von Salmonella-LPS-spezifischen Antikorpern bei
Schweinen (Inter-Plattenprazision)

Variationskoeffizient in %

aus eigenen Untersuchungen

ELISA-System laut Hersteller Arithmetischer ~ STABW  Min. Med.  Max.
tolerierbar Mittelwert

SALMOTYPE®-ELISA <20 9,3 44 1,3 9,1 19,8

Enterisol®-ELISA <15 8,5 3,7 0,5 8,6 15,0

HerdChek-ELISA <15/<200 7,3 3.9 0,3 64 198

Erlauterungen: (1: im Routinebetrieb

Auch flir die Variation bei Verwendung verschiedener Mikrotiterplatten eines
Testsystems (Inter-Plattenprazision) geben die Hersteller Toleranzbereiche an. Dieser
liegt beim SALMOTYPE®-ELISA bei bis zu 20 % und bei den beiden anderen ELISA-
Systemen unter 10 % bzw. unter 20 % (HerdChek-ELISA im diagnostischen Routine-
betrieb). Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit ermittelten Variationskoeffizienten
Uberschritten diese Schwellenwerte in keinem der drei Testsysteme, wobei fir die
Untersuchungen mit dem HerdChek-ELISA eine Toleranzschwelle von 20 % zugrunde
gelegt wurde.

In Analogie zur Evaluierung der Intra-Plattenprézision, wurde auch bei der Unter-
suchung der Inter-Plattenprazision die Beziehung zwischen dem Variations-
koeffizienten und dem Titermittelwert analysiert (Regressionsanalyse mit dem
Programm BMDP®6). Die hierbei ermittelten Beziehungen sind in den Abbildungen 9,
10 und 11 grafisch dargestellt. Im SALMOTYPE®-ELISA und im HerdChek-ELISA war
der Variationskoeffizient signifikant negativ mit der Titerh6he korreliert (p = 0,01 bzw.
p < 0,001; siche Abbildungen 9 und 11). Beim Enterisol®-ELISA wurde ebenfalls ein
Trend zur negativen Korrelation beobachtet, der jedoch statistisch nicht zu sichern war
(p = 0,175; siehe Abbildung 10).

93



3 Eigene Untersuchungen - 3.2 Ergebnisse
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Abbildung 9

Zusammenhang zwischen dem Mittelwert und dem Variationskoeffizient bei der
Einfach-Messung von Fleischsaftproben (n = 160) auf drei verschiedenen Platten.

(SALMOTYPE®-ELISA)

16
~ * 0 N . Regressionsgerade
X 14 IS
a ec AL SIS y = -0,00832x + 8,9943
o e * 2.0
= 124 % @6 ¢ 3 .
= ¢ 820 Teee ¢
2D 10 4 .".... ¢ o
N R .
% 84 hg <& R .
S o ‘tr ¢ * ¢ * o
o 6+ ’.“ @, L 4 ” *
g ® 0..’ M ¢ * *
..g 4 * LS .0
= L4 P o o
© 2
> ‘” ¢
L 4
0 LJ LJ LJ LJ LJ LJ LJ LJ LJ LJ LJ LJ LJ LJ
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
Titer [OD%]
Abbildung 10

Zusammenhang zwischen dem Mittelwert und dem Variationskoeffizient bei der
Einfach-Messung von Fleischsaftproben (n = 160) auf drei verschiedenen Platten.

(Enterisol®-ELISA)
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Abbildung 11
Zusammenhang zwischen dem Mittelwert und dem Variationskoeffizient bei der

Einfach-Messung von Fleischsaftproben (n = 160) auf drei verschiedenen Platten.
(HerdChek-ELISA)

3.2.7 Vergleichende Untersuchungen von SALMOTYPE®-ELISA,
HerdChek-ELISA und Enterisol®>-ELISA zum Nachweis von
Antikérpern gegen Salmonellen bei Schlachtschweinen

Die drei ELISA-Testsysteme SALMOTYPE®-ELISA, Enterisol®-ELISA und HerdChek-
ELISA wurden auf ihre Ubereinstimmung beim Nachweis von Salmonella-LPS-
spezifischen Antikérpern in Fleischsaftproben von Schweinen untersucht. Hierzu
wurden 687 Fleischsaftproben ausgewahlt, die im Vorfeld bereits mit dem Pipettier-
roboter in Einzelbestimmung bearbeitet und mit dem SALMOTYPE®-ELISA gemessen
worden waren. Es wurde versucht, durch Auswahl der Proben, den Titermessbereich
von <5 OD % bis > 100 OD % gleichmaBig abzudecken. Alle Proben wurden dann mit
jedem der drei ELISA-Systeme erneut untersucht und ihr Titer entsprechend den
Herstelleranweisungen bestimmt. Der Cut off-Wert fir die Positiv / Negativ-Bewertung
betrug in allen drei Testsystemen 40 OD %, sodass Titer von 40 OD % und mehr als
positiv und Titer unter 40 OD % als negativ bewertet wurden.

In der Tabelle 26 sind die erzielten Titer in Form von arithmetischen Mittelwerten,
Standardabweichungen, Medianen, Minima und Maxima fir alle drei Testsysteme
zusammengefasst. Im HerdChek-ELISA wurden insgesamt die niedrigsten Titer
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ermittelt (Mittelwert 37,6 OD %; Median 30 OD %), im Enterisol®-ELISA die héchsten
(Mittelwert 56,9 OD %; Median 46 OD %). Im Enterisol®-ELISA wurde mit 265,9 OD %
insgesamt auch der héchste Titer gemessen, gefolgt vom SALMOTYPE®-ELISA mit
einem Titer von 163,7 OD % und vom HerdChek-ELISA mit 140,5 OD %. Der
niedrigste Titer wurde mit dem HerdChek-ELISA ermittelt (-2 OD %).

Da es sich um abhangige Stichproben handelte und die Messwerte nicht normalverteilt
waren sondern rechtsschief, vergleicht man die Mediane mit Hilfe des Friedman-Test
(nicht parametrisches Verfahren). Der Vergleich der Mediane hatte gegentber dem
Vergleich der Mittelwerte den Vorteil, dass die AusreiBerempfindlichkeit geringer war.
Zudem konnte keine logarithmische Transformation der Daten vorgenommen werden,
um damit die Werte ndherungsweise in eine Normalverteilung zu Uberfiihren, da im
HerdChek-ELISA auch negative Messwerte ermittelt wurden. Der Friedman-Test ergab
mit p < 0,0001 statistisch hoch signifkant, dass die drei ELISA-Systeme
unterschiedliche Messergebnisse lieferten. Daraufhin wurde mit dem Wilcoxon-Wilcox-
Test ein paarweiser Vergleich der drei Testsysteme vorgenommen. Beim Vergleich des
SALMOTYPE®-ELISA und des Enterisol®-ELISA wurden ein p-Wert von < 0,001 und
statistisch hoch signifikante Unterschiede nachgewiesen, auch beim Vergleich des
HerdChek-ELISA mit dem Enterisol®-ELISA lag der p-Wert bei < 0,001 und somit eine
hohe statistische Signifikanz vor. Beim Vergleich des SALMOTYPE®-ELISA mit dem
HerdChek-ELISA konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede nachgewiesen
werden. Das heiBt mit dem Enterisol®-ELISA wurden im Mittel statistisch signifikant

héhere Messwerte erzielt, als mit den beiden anderen ELISA-Systemen.

Tabelle 26
Nachweis von Salmonella-LPS-spezifischen Antikérpern in Fleischsaftproben
von Schweinen (n = 687) mit kommerziellen ELISA-Systemen.

Titer [OD %]
ELISA-System arithmetischer _
. STABW Min. Med. Max.
Mittelwert
SALMOTYPE®-ELISA 42,8 32,6 0,4 34,9 163,7
Enterisol®-ELISA 56,9 41,8 5,2 46,0 265,9
HerdChek-ELISA 37,6 32,3 -2,0 30,0 140,5

Um Zusammenhé&nge zwischen den drei verschiedenen Testsystemen zu beschreiben,

wurden die Messergebnisse mit Hilfe des Statistik-Programm-Pakets BMDP einer
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Korrelations- und Hauptkomponentenanalyse unterzogen. Die Ergebnisse der paar-
weisen Vergleiche wurden grafisch in den Abbildungen 12 bis 14 dargestellt sowie in
der Tabelle 27 zusammengefasst.

Die Gegentiberstellung des SALMOTYPE®-ELISA und des Enterisol®-ELISA ergab mit
einem Wert von 0,787 den hdchsten Korrelationskoeffizienten (Abbildung 12). Die
Ergebnisse im SALMOTYPE®-ELISA und im HerdChek-ELISA korrelierten bereits
deutlich weniger miteinander (Korrelationskoeffizient: 0,333) (Abbildung 13). Die
schlechteste Korrelation wurde zwischen dem Enterisol®-ELISA und dem HerdChek-
ELISA ermittelt (Korrelationskoeffizient: 0,246) (Abbildung 14). Dennoch waren alle 3
Korrelationskoeffizienten statistisch signifikant positiv mit jeweils p < 0,001.

300
1. Hauptkomponentenglgichung
250 - y=1,368 - x - 1,67 s
*, e ¢ * o
200 - o .

Titer [OD%] Enterisol-ELISA

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Titer [OD%] SALMOTYPE-ELISA

Abbildung 12
Korrelation zwischen den Titern von Fleischsaftproben im SALMOTYPE®-ELISA
und im Enterisol®-ELISA
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Abbildung 13
Korrelation zwischen den Titern von Fleischsaftproben im SALMOTYPE®-ELISA
und im HerdChek-ELISA
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Abbildung 14
Korrelation zwischen den Titern von Fleischsaftproben im Enterisol®-ELISA und
im HerdChek-ELISA
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Tabelle 27

Parameter der Korrelationsparameter zwischen den drei ELISA-Systemen zum
Nachweis von Salmonella-LPS-spezifischen Antikérpern in Fleischsaftproben
von Schweinen

Korrelierte Testsysteme 1. Hauptkomponentengleichung  Korrelationskoeffizient
SALMOTYPE®-ELISA / Enterisol®-ELISA y=1,368 x-1,67 0,787
SALMOTYPE®-ELISA / HerdChek-ELISA y=0,974 x- 4,06 0,333
Enterisol®-ELISA / HerdChek-ELISA y =0,398 x + 14,97 0,246

In den Tabellen 28 bis 33 ist dargestellt, wie die ELISA-Systeme beim paarweisen
Vergleich hinsichtlich der Einstufung der Fleischsaftproben im serologisch positiven
oder negativen Bereich Ubereinstimmten. Von den insgesamt 687 untersuchten
Fleischsaftproben wurden 211 (30,7 %) in allen drei Testsystemen negativ bewertet
und 167 (24,3 %) Proben in allen drei Testsystemen positiv. Insgesamt lag somit eine

Ubereinstimmung von 55 % zwischen allen drei Testsystemen vor.

Vergleicht man die mit dem SALMOTYPE®-ELISA ermittelten Befunde mit denen des
Enterisol®-ELISA, dann kam man zu dem Ergebnis, dass insgesamt 537 (78,2 %) der
Fleischsaftproben von beiden Tests gleich bewertet wurden (Tabelle 28). 392 Proben
erzielten im SALMOTYPE®-ELISA einen Titer von <40 OD % und wurden negativ
beurteilt; 268 (68,4 %) von ihnen wurden mit dem Enterisol®-ELISA ebenfalls negativ
eingestuft. Im positiven Messbereich betrug die Ubereinstimmung 91,2 %, da von 295
im SALMOTYPE®-ELISA positiv bewerteten Fleischsaftproben, 269 im Enterisol®-

ELISA ebenfalls positiv reagierten.

Beim Vergleich zwischen den im HerdChek-ELISA und im SALMOTYPE®-ELISA
gemessenen Ergebnissen, ergab sich im negativen Messbereich flr 184 Proben
(62,4 %) und im positiven Messbereich fiir 288 Proben (73,5 %) eine Uberein-
stimmung, sodass insgesamt eine 68,7 %ige Ubereinstimmung vorlag (Tabelle 29).

Mit dem Enterisol®-ELISA wurden 294 Fleischsaftproben negativ und 393 Proben
positiv beurteilt (Tabelle 30). Von den 294 negativ beurteilten Proben, waren 220
Proben (74,8 %) auch im HerdChek-ELISA negativ. Von den 393 positiven Proben
lagen 214 Proben (54,5 %) auch beim HerdChek-ELISA im positiven Bereich. Somit
ergab sich bei diesen beiden Testsystemen eine Gesamt-Ubereinstimmung von
63,2 %.

99



3 Eigene Untersuchungen - 3.2 Ergebnisse

Im negativen Bereich war damit die Ubereinstimmung zwischen dem Enterisol®-ELISA
und dem HerdChek-ELISA am gréBten (74,8 %), wéhrend im positiven Bereich der
Enterisol®-ELISA und der SALMOTYPE®-ELISA am besten iibereinstimmten (91,2 %).
Die gréBte Gesamt-Ubereinstimmung von 537 Proben (78,2 %) wurde zwischen dem
Enterisol®-ELISA und dem SALMOTYPE®-ELISA erreicht.

Tabelle 28
Ergebnisse der vergleichenden Untersuchung von Fleischsaftproben im

SALMOTYPE®-ELISA und im Enterisol®-ELISA

Anzahl der Fleischsaftproben

Titer im untersucht Titer im Enterisol®-ELISA [OD %)]
SALMOTYPE®- (n = 687)
ELISA [OD %] B < 40,0 >40,0
< 40,0 392 (100 %) 268 (68,4 %) 124 (31,6 %)
> 40,0 295 (100 %) 26 (9,8 %) 269  (91,2%)
Tabelle 29

Ergebnisse der vergleichenden Untersuchung von Fleischsaftproben im
SALMOTYPE®-ELISA und im HerdChek-ELISA

Anzahl der Fleischsaftproben

Titer im untersucht Titer im HerdChek-ELISA [OD %]
SALMOTYPE®- (n = 687)
ELISA [OD %] B < 40,0 > 40,0
< 40,0 392 (100 %) 288 (73,5 %) 104 (26,5 %)
> 40,0 295 (100 %) 111 (37,6 %) 184 (62,4 %)
Tabelle 30

Ergebnisse der vergleichenden Untersuchung von Fleischsaftproben im
Enterisol®-ELISA und im HerdChek-ELISA

Anzahl der Fleischsaftproben

Tite_r im® untersucht Titer im HerdChek-ELISA [OD %]
Elﬁrs]tir[lgoé o  (M=687) < 40,0 > 40,0

< 40,0 294 (100 %) 220 (74,8 % %) 74 (25,2 %)

> 40,0 393 (100 %) 179 (45,5 %) 214 (54,5 %)
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Um einen genaueren Einblick Uber die gefundenen Differenzen zwischen den
verschiedenen Testsystemen zu erhalten, wurden die Messbereiche feiner
aufgeschlusselt (< 30,0 OD %, 30,0 — 39,9 OD %, 40,0 — 49,9 OD % und > 50,0 OD %)
(Tabellen 31 bis 33).

In den knapp negativen Messbereich (30,0 - 39,9 OD %) wurden mit Hilfe des
SALMOTYPE®-ELISA 92 Proben eingestuft, von diesen wurden im Enterisol®-ELISA
nur 38 ebenfalls negativ beurteilt. In den knapp positiven Bereich des SALMOTYPE®-
ELISA (40,0 -49,90D %) wurden 77 Proben eingestuft, wobei 60 Proben im
Enterisol®-ELISA ebenfalls positiv bewertet wurden. Die Ubereinstimmung bei den 169
grenzwertig beurteilten Proben, ausgehend vom SALMOTYPE®-ELISA, lag somit bei
58 %.

300 Proben wurden vom SALMOTYPE®-ELISA < 30,0 % gemessen, davon wurden
vom Enterisol®-ELISA 235 Proben ebenfalls negativ gemessen (unter 40,0 %). 218
Proben beurteilte der SALMOTYPE®-ELISA > 50,0 %, von diesen wurden 209 positiv
bewertet (ilber 39,9 %). Somit lag die Ubereinstimmung im entfernten Messbereich
(< 30,0 % und > 50,0 %) bei 85,7 %. Das heiBt, im grenzwertigen, nahen Messbereich
(30,0-39,90D % und 40,0 -49,9 0D %) war die Ubereinstimmung der beiden
ELISAs deutlich schlechter als im entfernten Bereich (Tabelle 31).

Der analoge Vergleich von SALMOTYPE®-ELISA und HerdChek-ELISA ergab folgende
Resultate (Tabelle 32). Fleischsaftproben mit einem SALMOTYPE®-ELISA-Titer
+ 10 OD % vom Cut off-Wert wurden nach ihrem Titer im HerdChek-ELISA in 88 von
169 Fallen (52,1 %) in gleicher Weise wie mit dem SALMOTYPE®-ELISA eingestuft.
Fir Fleischsaftproben mit einem SALMOTYPE®-ELISA-Titer, der sich um mehr als
10 OD % vom Cut off-Wert unterschied, betrug der Prozentsatz 74,1 %.

Fleischsaftproben mit einem Cut off-Wert nahen Titer im Enterisol®-ELISA, erzielten
nur in 56 % der Falle (93 von 166 Proben) im HerdChek-ELISA dieselbe Bewertung,
wahrend dies auf 65,5 % der Fleischsaftproben mit einem Cut off-Wert fernen Titer
zutraf (341 von 521 Proben) (Tabelle 33).
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Tabelle 31
Ergebnisse der vergleichenden Untersuchung im SALMOTYPE®-ELISA und
Enterisol®-ELISA mit feinerer Unterteilung der Messbereiche

Anzahl der Fleischsaftproben

Titer im untersucht Titer im Enterisol °-ELISA [OD %]
SALMOTYPE®- _
ELsA[OD%] "7 887) <30,0 300-399  400-499  >500

<30,0 300 (100,0 %) 183 (61,0 %) 47 (15,7 %) 24 (8,0 %) 46 (15,3 %)

30,0-39,9 92 (100,0 %) 17 (185%) 21 (22,8 %) 21 (228%) 33 (35,9 %)

40,0-49,9 77 (100,0 %) 5 (6,5%) 12 (15,6 %) 20 (26,0 %) 40 (52,0 %)
>50,0 218 (100,0 %) 3 (1,4%) 6 (2,8%) 15 (6,9 %) 194 (89,0 %)
Tabelle 32

Ergebnisse der vergleichenden Untersuchung im SALMOTYPE®-ELISA und
HerdChek-ELISA mit feinerer Unterteilung der Messbereiche

Anzahl der Fleischsaftproben

Titer untersucht Titer HerdChek-ELISA [OD %]
SEALng"S[EYg 53 (n = 687) <30,0 300-399  40,0-499 >50,0
<300 300 (100,0%) 227 (757%) 19 (63%) 21 (70%) 33 (11,0%)
30,0 - 39,9 92 (100,0%) 26 (283%) 16 (174%) 15 (16,3%) 35 (38,0 %)
400-499 77 (1000%) 18 (234%) 13 (169%) 7 (91% 39 (50,6%)
>50,0 218 (100,0 %) 72 (33,0 %) 8 (3,7%) 8 (3,7%) 130 (59,6 %)
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Tabelle 33
Ergebnisse der vergleichenden Untersuchung im Enterisol®-ELISA und
HerdChek-ELISA mit feinerer Unterteilung der Messbereiche

Anzahl der Fleischsaftproben

Titer Enterisol®- untersucht Titer HerdChek-ELISA [OD %]
ELISAIOD %] (h=687) <30,0 30,0-399  40,0-499 > 50,0
<30,0 208 (1000%) 150(721%) 15 (7.2%) 12 (58%) 31 (149%)

30,0 - 39,9 86 (100,0%)  43(50,0%) 12 (140%) 13 (151%) 18 (20,9 %)
40,0-49,9 80 (1000%)  34(425% 8 (10,0%) 4 (50%) 34 (42,5%)

> 50,0 313 (1000%) 116(371%) 21 (67%) 21 (67%) 155 (49,5 %)

Da die drei ELISA-Systeme sich hinsichtlich der Bewertung der Fleischsaftproben
betrachtlich voneinander unterschieden, wurde nachfolgend der Frage nachgegangen,
ob sich diese Unterschiede auch auf die serologisch fundierte Kategorisierung der
Betriebe auswirkten (Kategorisierung gemaB Entwurf der Schweine-Salmonellen-
Verordnung vom 20.04.2005). Hierzu wurden die im SALMOTYPE®-ELISA ermittelten
Titer derjenigen Fleischsaftproben, die bei den 200 kategorisierbaren Betrieben das
jeweils erste erflllte Stichproben-Soll repréasentierten, herangezogen und mit Hilfe der
ermittelten Hauptkomponentengleichungen (Tabelle 27) in theoretische Enterisol®-
ELISA- und Herdchek-ELISA-Titer umgerechnet. Somit konnte eine neue
Kategorisierung fir den Enterisol®-ELISA und den HerdChek-ELISA vorgenommen
werden. Aufgrund der niedrigen Korrelationskoeffizienten handelte es sich nur um eine
Prognoserechnung. Insgesamt wurden von allen drei ELISA-Testsystemen 143
(71,5 %) der 200 Betriebe Ubereinstimmend bewertet, 71 davon fielen in Kategorie 0,
70 in Kategorie | und zwei in Kategorie Il.

Im SALMOTYPE®-ELISA wurden 99 (49,5 %) von den 200 Betrieben in Kategorie 0
eingestuft. Der HerdChek-ELISA stufte diese 99 Betriebe ebenfalls in Kategorie 0 ein.
Vom Enterisol®-ELISA wurden nur 71 der 99 Betriebe als Kategorie 0 bewertet, die
restlichen 28 Betriebe fielen in Kategorie |. 92 Betriebe fielen mit den im
SALMOTYPE®-ELISA ermittelten Ergebnissen in die Kategorie I, im Enterisol®-ELISA
wurden 85 dieser 92 Betriebe ebenfalls in Kategorie | und sieben Betriebe in Kategorie
[l eingestuft. Der HerdChek-ELISA beurteilte 77 Betriebe als Kategorie | und 15 als
Kategorie 0. Acht Betriebe gehdrten wegen ihrer im SALMOTYPE®-ELISA ermittelten
Ergebnisse in die Kategorie Il, davon wurden anhand der Enterisol®-ELISA-Resultate
finf Betriebe in Kategorie Il eingestuft und drei in Kategorie lll. Die mit dem HerdChek-
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ELISA ermittelten Ergebnisse kategorisierten drei der Betriebe in Kategorie | und flnf
Betriebe in Kategorie II. Der vom SALMOTYPE®-ELISA ermittelte Kategorie-IlI-Betrieb,
wurde auch im Enterisol®-ELISA als Kategorie-lll-Betrieb ermittelt, im HerdChek-ELISA
hingegen als Kategorie-1l-Betrieb. Tabelle 34 gibt die Gegenlberstellung der mit den
verschiedenen ELISA-Systemen ermittelten Kategorien der 200 schweinehaltenden
Betriebe in Baden-Wiirttemberg wieder.

Tabelle 34

Gegeniberstellung der mit den verschiedenen ELISA-Systemen ermittelten
Kategorien fiir 200 schweinehaltende Betriebe in Baden-Wirttemberg

In die Auswertung wurden nur diejenigen 200 Betriebe einbezogen, die das geforderte
Stichproben-Soll erfillt hatten. Ferner wurden nur die SALMOTYPE®-ELISA-Ergeb-
nisse derjenigen Fleischsaftproben berlicksichtigt, die das erste erflillte Stichproben-
Soll reprasentierten (Kategorisierung nach Schweine-Salmonellen-Verordnung im
Entwurf vom 20.04.2005).

SALMOTYPE®-ELISA Anzahl der Betriebe
Kategorie Anzahl der Enterisol®-ELISA (1 HerdChek-ELISA (1
Betriebe

0 I Il m 0 I Il m

0 99 71 28 0 0| 99 0 0 0
(49,5 %)

I 92 0 85 7 0 15 77 0 0
(46,0 %)

Il 8 0 0 5 3 0 3 5 0
(4,0 %)

m 1 0 0 0 1 0 0 1 0
(0,5 %)

Gesamt 200 71 113 12 4 | 114 80 6 0

(100,0%) |355% 565% 60% 20%|57,0% 40,0% 3,0% 0,0%

Erlauterungen: (1: Kategorisierung anhand der rechnerisch mit Hilfe der Haupt-
komponentengleichungen (Tabelle 27) ermittelten Titer.
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4 Besprechung der Ergebnisse

4.1 Kulturell-bakteriologischer Salmonellennachweis in schweine-
haltenden Betrieben in Baden-Wirttemberg

Der mit der kulturell-bakteriologischen Untersuchung ermittelte Anteil an schweine-
haltenden Betrieben, die von Salmonelleninfektionen bei ihren Tieren betroffen waren,
lag bei 13 von 124 Betrieben (10,5 %). In denjenigen Betrieben, die von der Autorin
selbst beprobt worden waren, lieBen sich Salmonellen sogar in 22,4 % (elf Betriebe)
der Betriebe nachweisen. In den anderen Betrieben, die selbst nur eine oder zwei
Sammelkotproben zur Untersuchung eingesandt hatten, wurden Salmonellen nur in
jeweils einem Betrieb gefunden.

Diese Ergebnisse der eigenen Probenentnahme stimmen mit denen einiger anderer
Studien zumindest anndhernd Uberein. In Danemark lag die von Baggesen etal.
(1996) anhand von Kotproben ermittelte Salmonellen-Pravalenz for 1.363
Schweineherden bei 22,2 % (19). Auch die in den Niederlanden 1998 an 317 Mast-
schweineherden durchgefihrten Untersuchungen, in denen 23,7 % der Herden Salmo-
nella-positiv waren, sind im Ergebnis mit der vorliegenden Studie Uberraschend gut
vergleichbar (274). Andere Untersucher ermittelten Salmonella-belastete Betriebe noch
deutlich haufiger. Beispielsweise fand Schéning (1999) Salmonellen in 52,8 % der 36
untersuchten Betriebe in der Region Ostwestfalen-Lippe und im sidlichen Nieder-
sachsen (241).

Im Schrifttum lassen sich aber auch einige Publikationen finden, deren Ergebnisse der
relativ niedrigen Salmonellennachweisquote &hneln, wie sie im Rahmen der hier
beschriebenen Studie in den nicht von der Autorin selbst genommenen Proben
ermittelt wurde. Aus jenen Publikationen geht nicht eindeutig hervor, von wem und wie
die Probenentnahme durchgefihrt wurde (140, 260, 278). So untersuchte Greil (2001)
Kotproben aus sieben verschiedenen Betrieben sowie 31 Sammelkotproben aus
Wartestéllen am Schlachthof. Dabei fand er Salmonellen nur in einer einzigen Probe
(106, 107). Fehlhaber etal. (1996) untersuchten im Zeitraum von 1992 bis 1996
Kotproben von tauglich beurteilten Schlachtschweinen, auf das Vorkommen von
Salmonellen. Auch in diesen drei Studien schwankte die Nachweisquote erheblich und
lag zwischen 1,3 % und 26,9 % (83).
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Ein Grund fir die zum Teil erheblich voneinander abweichenden Ergebnisse in den
verschiedenen Studien dirfte die bekannte Tatsache sein, dass nicht jedes salmo-
nelleninfizierte Schwein bei einer einzelnen Beprobung und kulturell-bakteriologischen
Untersuchung auch ein positives Testergebnis erzielt (20, 39). Konkret belegen das
unter anderem die Befunde wéahrend einer danischen Langzeitstudie, in der 180
Schweine Uber sechs Monate monatlich einmal kulturell-bakteriologisch auf
Salmonellen im Kot untersucht wurden. Bei 53,1 % der Schweine lieBen sich
Salmonellen einmal nachweisen und nur bei weiteren 3,7 % der Probanden zweimal
(151). In einer anderen Studie konnten Salmonellen nur bei ca. 25 % derjenigen
Schweine, die Salmonellen in den Lymphknoten beherbergten, also nachweislich als
Salmonellentrager anzusehen waren, auch in Kotproben gefunden werden (211, 260).

Bei der Auswertung der kulturell-bakteriologischen Untersuchungen war es aufféllig,
dass aus denjenigen Proben, die in den Betrieben wahrend der Betriebsbesichtigungen
von der Autorin selbst genommen worden waren, mit 22,4 % deutlich haufiger
Salmonellen isoliert werden konnten, als aus Proben, die die Landwirte und
Ringberater genommen hatten (2,7 %). Da beide Arten von Proben Uber den gleichen
Untersuchungszeitraum und das gesamte Jahr genommen wurden, sind jahreszeitlich
bedingte Schwankungen als Erklarung fir diese deutlichen Unterschiede wenig
wahrscheinlich. Auch Both et al. (1982) konnte bei ihren Untersuchungen keine starken
jahreszeitlichen Schwankungen vermerken (39). Auch Unterschiede in der Anzahl der
je Schwein genommen Proben, kann die erheblichen Divergenzen bei der Nachweis-
haufigkeit nicht erklaren. So war die Anzahl der in einer Sammelkotprobe reprasen-
tierten Schweine gleich (n = 10). Auch wenn die Proben, die von den Landwirten und
Ringberatern genommen worden waren, einmal 350 Schweine (einmalige Beprobung)
und das andere Mal 800 Schweine (zweimalige Beprobung) reprasentierten, war die
Nachweisquote mit jeweils einer positiven Probe in beiden Féllen gleich niedrig.
Andererseits fanden sich unter den von der Autorin selbst genommenen Proben, die
980 Schweine reprasentierten, elf Salmonella-positive.

Eine plausiblere Erklarung fir die Unterschiede bei den Nachweisquoten ist die
verschieden starke Belastung (,Stress“) der beprobten Tiere. Physischer und sozialer
Stress, wie er beispielsweise beim Tiertransport auftritt, kann nachgewiesenermafien
die fakale Ausscheidung von Salmonellen provozieren (56, 82, 108, 173).
ErfahrungsgemanB stellt die Probenentnahme durch betriebsfremde Personen eine
Stérung der vertrauten Verhéltnisse dar, die von Schweinen ebenfalls als starke
Belastung empfunden werden kann. Weitere, wichtige Griinde fir die Unterschiede
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konnten die ,gezieltere® Entnahmetechnik der Autorin sowie die schnellere
Weiterverarbeitung der selbst entnommenen Proben sein. Unter ,gezielter ist vor
allem gemeint, dass eine entsprechend geschulte und erfahrene Tierarztin unter der
Zielsetzung Salmonella-Ausscheider finden zu wollen bevorzugt krankheitsverdachtige
Tiere beproben wird.

4.2 Gegentberstellung der Ergebnisse aus der serologischen und der
kulturell-bakteriologischen Untersuchung auf Salmonellen

Dem in D&anemark und nun auch in Deutschland implementierten Uberwachungs- und
Bek&mpfungssystem liegt die Annahme zugrunde, dass der Prozentsatz an
serologisch positiven Schweinen in einem Betrieb ein MaB fir die Anzahl der
salmonelleninfizierten Schweine in diesem Betrieb ist und damit sekundar auch ein
MaB far das Risiko, dass Salmonellen durch Schlachttiere aus eben diesem Betrieb in
die Schlachtbetriebe eingetragen werden. Die Gdlltigkeit dieser Annahme ist
mittlerweile durch eine Reihe von wissenschaftlichen Untersuchungen gut belegt. So
sahen Protz et al. dass Schweine mit einem mittleren Salmonellen-Antikdrpertiter Gber
30 OD % eine etwa sechsmal hdéhere Salmonellenbelastung aufwiesen als Tiere mit
einer mittleren Salmonellen-Antikérperkonzentration unter 30 OD % (260). Auch im
Rahmen des EU-Projektes ,Salmonella in Pork (Salinpork)® (2000) konnte der
Zusammenhang zwischen serologischen Befunden und dem Vorkommen von
Salmonellen beobachtet werden. Schweine in 20 Mastbetrieben wurden sowohl serolo-
gisch auf Salmonella-Antikérper als auch kulturell-bakteriologisch auf Salmonellen
untersucht. In fnf (1,7 %) von 303 untersuchten Kotproben wurde Salmonella Derby
nachgewiesen. Die positiven Proben stammten alle aus einem serologisch hoch
positiven Bestand, in dem 39 (78 %) der serologisch untersuchten Schweine einen
Titer von Uber 40 OD % aufwiesen. In den anderen 19 Bestanden waren Salmonellen
kulturell-bakteriologisch nicht nachweisbar, inre Seroprévalenz lag nur zwischen 0 und
12 % (278).

Auch die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung stitzen die Ansicht, dass die
Seropravalenz in einem Betrieb die Einschatzung seiner Salmonellenbelastung erlaubt.
Von den 124 kulturell-bakteriologisch untersuchten Betrieben, lieBen sich 100 Betriebe
anhand der in ihnen ermittelten serologischen Ergebnisse nach der ,Schweine-
Salmonellen-Verordnung® (Entwurf vom 20.04.2005) in Kategorien einteilen. Deshalb
war es moglich, zumindest bei diesen Betrieben die kulturell-bakteriologischen Befunde
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der serologisch fundierten Klassifizierung gegenliber zu stellen. Die Analyse ergab,
dass die beiden Parameter signifikant positiv miteinander korreliert waren. Je
schlechter die Kategorie war, in die die Betriebe aufgrund der serologischen
Ergebnisse eingestuft wurden, desto gréBer war der Prozentsatz an Betrieben, in
denen Salmonellen in den Sammelkotproben gefunden wurden. Die Befunde der
eigenen Untersuchung machen zugleich aber auch die Grenzen deutlich, innerhalb
derer die serologischen Befunde interpretiert werden durfen. Abgesehen von
Unterschieden wegen verschiedener Nachweisgrenzen der direkten und indirekten
Tests, zeigen zirkulierende Antikdrper nicht notwendigerweise nur aktuell bestehende,
sondern auch Uberstandene Infektionen an (Seronarben) und missen andererseits
gerade in der Frihphase von Infektionen noch gar nicht vorhanden sein (211, 260,
262). Aus experimentellen Untersuchungen weiB man auBerdem, dass ein Teil der
infizierten Tiere auf eine Salmonelleninfektion aus bisher unbekannten Griinden sogar
Uberhaupt nicht mit der Produktion von Antikérpern reagiert (189, 262). So auch in
einer Studie von Nielsen et al., in der ein Schwein trotz oraler Inokulation von 10° cfu
von S. Typhimurium im Gegensatz zu den anderen Tieren der Gruppe Uberhaupt keine
humorale Immunreaktion zeigte (189, 262). Aus diesem Grund decken sich bei einem
gewissen Prozentsatz der Tiere die Ergebnisse aus serologischen und kulturell-
bakteriologischen Untersuchungen eben nicht. Wahrend also Salmonella-spezifische
Antikérper und Salmonellen bei einem bestimmten Schwein zu einem bestimmten
Zeitpunkt nicht zusammen auftreten muissen, besteht in einer Population von
Schweinen (z.B. Schlachttieren eines Mastdurchganges oder eines Mastbetriebes) ein
statistisch gesicherter Zusammenhang zwischen der Anzahl an seropositiven Tieren
und der Anzahl an Tieren, bei denen zu diesem Zeitpunkt eine Salmonelleninfektion
besteht (262). In der von Protz et al. durchgefiihrten Studie wurde aber auch deutlich,
dass die Identifizierung von sicher Salmonella-freien Herden anhand negativer
serologischer Untersuchungsergebnisse dennoch nicht mdglich ist (211, 260). Die
eigenen Ergebnisse machen deutlich, dass eine serologische Einstufung eines
Betriebes in die Kategorie 0 oder in die Kategorie | nicht dahingehend verstanden
werden darf, dass von seinen Tieren keinerlei Salmonellenrisiko ausgehen kann.
Vielmehr waren in der vorliegenden Studie Salmonellenausscheider in den Betrieben
aller Kategorien nachweisbar, wenn auch in den Betrieben der niedrigen Kategorien in
vergleichsweise geringerer Anzahl. Andere Untersucher kamen zu prinzipiell &hnlichen
Ergebnissen. Kihnel (2004) untersuchte Tonsillenproben von Schweinen aus
Kategorie-I- und aus Kategorie-IlI-Betrieben. In vier von 60 Proben waren Salmonellen
nachweisbar, wobei allein drei Proben von Tieren aus Kategorie-I-Betrieben stammten
(154). In einer von mehreren Instituten in Deutschland durchgeflihrten Studie an 748
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nachweislich kulturell-bakteriologisch Salmonella-positiven Schweinen, waren bei
einem Cut off-Wert von 40 OD % 70 % der Tiere serologisch negativ (255). Nollet et al.
(2005) machten sehr ahnliche Beobachtungen. Sie entdeckten mit einer kulturell-
bakteriologischen Untersuchung von Mesenteriallymphknoten 1.066 Salmonella-
positive Schweine, von denen immerhin 698 (65,5 %) bei einem Cut off-Wert von
40 OD % serologisch als negativ zu beurteilen waren (193).

4.3 Einfluss von Betriebseigenschaften auf die Salmonellenbelastung
in Schweinebestanden

Die neuen tierseuchenrechtlichen Regelungen zur Bek&mpfung von Salmonellen beim
Schwein sehen nicht nur vor, die Endmastbestdnde permanent auf Salmonellen-
infektionen zu untersuchen, sondern in starker belasteten Betrieben auch MaBnahmen
zu ergreifen, um die Salmonellen zurtickzudrangen. Konkret schreibt die Salmonellen-

Verordnung hierzu vor:

(1) unverzlglich die Ursache des Salmonellen-Eintrags mit Hilfe von bakterio-
logischen und epidemiologischen Untersuchungen zu ermitteln,

(2) frei werdende Buchten oder Betriebsabteilungen zu reinigen und zu
desinfizieren sowie

(3) eine Schadnagerbekampfung durchzufihren.

Ansonsten fordert die Verordnung, dass ,weitere MaBnahmen, zur Verminderung des
Vom-Hundert-Anteils von mehr als 40 ergriffen werden®, beschreibt diese MaBnahmen
aber nicht naher (54). Von verschiedener Seite wurden deshalb Vorschlage gemacht,
wie Salmonelleninfektionen in den Mastbetrieben begegnet werden kénnte. Das
Spektrum der MaBnahmen ist sehr breit und basiert in seiner Zusammensetzung,
Breite und Wichtung nicht immer auf den Ergebnissen gezielter oder kontrollierter
Untersuchungen in salmonellenbelasteten Schweinebestanden. Oft folgen die
Vorschlage nur den Grundsatzen der allgemeinen Tierhygiene oder Erfahrungen mit
anderen Infektionserregern und / oder bei anderen Tierarten. Der MaBnahmenkatalog
reicht von der Verabreichung antimikrobieller Wirkstoffe, Uber die Impfung und
diatetische MaBnahmen bis hin zur Betriebsorganisation (Kontrolle und Begrenzung
von Zulieferbetrieben fir Ferkel, Fitterungstechnik, Rein-Raus-Belegung, logistisches
Schlachten) (34, 243). Um Anhaltspunkte dafiir zu ermitteln, welche technischen oder
organisatorischen Faktoren sich auf die Salmonellenbelastung der Betriebe auswirken
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kénnten, wurden in der vorliegenden Studie verschiedene Betriebsparameter auf einen
statistisch fassbaren Zusammenhang mit den kulturell-bakteriologischen und
serologischen Befunden geprift. Die Wahl der Betriebsparameter folgte der Checkliste
»Salmonellen im Schweinebestand” von Conraths und Ganter (61). AuBerdem wurde
die Auswahl der in dieser Arbeit untersuchten Betriebsparameter unter Absprache und
Empfehlung des Landesverbandes Baden-Wirttemberg flr Leistungsprifungen in der
Tierzucht e.V. festgelegt. Ahnliche Betriebsparameter wurden auch bei dem Projekt
~oalmonella in Pork (Salinpork)“ anhand eines Fragebogens untersucht (278).

Bei der Auswertung der in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse war ein Zusammenhang
zwischen der Haufigkeit positiver Laborbefunde und der BetriebsgroBe statistisch zu
sichern. Positive Befunde kamen sowohl bei der kulturell-bakteriologischen als auch
bei der serologischen Untersuchung umso hé&ufiger vor, je grdBer der betreffende
Betrieb war. Auch Baggesen et. al. (1996) fanden heraus, dass groBere Herden
haufiger Salmonella-positiv. waren als kleinere Herden (19). Mousing et al. (1997)
konnten diese Feststellung ebenfalls in ihren Untersuchungen untermauern, sie fanden
in kleineren Betrieben weniger positive Fleischsaftproben als in groBen Betrieben
(186). Auch nach Carstensen et al. (1998) steigt das Risiko einer Salmonelleninfektion
mit steigender HerdengrdéBe (58). Andere Untersucher machten allerdings
gegensatzliche Beobachtungen. So stellte Penner (2004) in ihren Untersuchungen die
Tendenz fest, dass die Seropréavalenz in kleineren Betrieben gréBer war als in
gréBeren Betrieben (203). Auch van der Wolf etal. (2001) stellten bei kleineren
HerdengrdBen (< 800 Schlachtschweine) héhere Seropravalenzen fest (275). Auch
nach Erhebungen von Thielen et al. (1997) war der Prozentsatz serologisch negativer
Herden in groBeren Betrieben gréBer (266). Man geht heute aber allgemein davon aus,
dass das Infektionsrisiko in gréBeren Betrieben gréBer ist als in kleinen. Denn mit der
Anzahl der gehaltenen Tiere steigt die Anzahl der Kontakte nach auBen
(Tiertransporte, Tierarztbesuche, Entsorgungs-, Versorgungsfahrten) und damit die
Wahrscheinlichkeit, dass Infektionen eingeschleppt und auf eine gréBere Anzahl von
anderen Schweinen Ubertragen werden. Auch die Verschleppungsgefahr, z.B. durch
tierische Ausscheidungen oder Gegenstande, denen kontaminierter Kot anhaftet
(Stiefel, Schutzkleidung, Werkzeuge, Schubkarren) (28, 22, 252), steigt mit der GréBe
des Betriebes. Ferner sind Erreger in gréBeren Bestdnden mit Reinigungs- und Des-
infektionsmaBnahmen oft schwieriger zurlickzudréangen als in kleineren Bestanden. Oft
befindet sich das Personal in groBeren Betrieben am Rande seiner Arbeitskapazitat.
Vor allem in Zeiten erhdhter Arbeitsbelastung, wie z.B. wahrend der Ernte, kénnen
Reinigungs- und DesinfektionsmaBnahmen deshalb zu kurz kommen. Aber auch in
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kleinbauerlichen Betrieben werden die Reinigung und Desinfektion h&ufig vernach-
lassigt oder sind aufgrund der maroden Bausubstanz und Ausstattung nicht fach-
gerecht durchzufihren. Madec etal. (1999) zeigte, dass der Restkeimgehalt auf
rauhen Oberflaichen wie Mauerwerk oder Holz in alteren Stallgebauden nach der
Reinigung und Desinfektion erheblich gr6Ber war als auf glatten Flachen (172).
Jedenfalls fuhrt laut Funk et al. (2001) eine nicht effektiv durchgefiihrte Reinigung und
Desinfektion dazu, dass Salmonellen auf dem Boden zurlickbleiben (89). In der
vorliegenden Arbeit konnte allerdings kein signifikanter Zusammenhang zwischen der
Haufigkeit positiver Befunde und der Durchfiihrung von Reinigungs- und Desinfektions-
maBnahmen hergestellt werden. Ein mdglicher Grund ist, dass die Qualitat der
Reinigung und Desinfektion von vielen Variablen abhangig und ohne umfangreiche
Prifungen schwierig zu quantifizieren ist. In groBeren Betrieben ist auch die
konsequente Umsetzung des Rein-Raus-Verfahrens h&ufig nicht méglich, sodass neu
eingestellte Tiere direkt und indirekt mit alteren Tieren und nicht gereinigten / desinfi-
zierten Bereichen in Kontakt kommen kénnen, und auf diese Weise Infektketten tber
viele Mastdurchgange aufrecht erhalten werden. In kleineren Betrieben ist die
Umsetzung des Rein-Raus-Prinzips einfacher. Dahl etal. zeigten, dass die
Salmonellenbelastung bei kontinuierlicher Belegung der Stalle hdher ist als bei
diskontinuierlicher Belegung mit zwischengeschalteter Reinigung und Desinfektion (64,
65).

Trotz der deutlichen Unterschiede zwischen den untersuchten Betrieben war in dieser
Studie eine Assoziation zwischen der Salmonellenausscheidung oder dem Vorhanden-
sein salmonellenspezifischer Antikérper und den anderen untersuchten betrieblichen
Parametern statistisch nicht zu sichern. Dagegen listet die Fachliteratur neben der
Betriebsgr6Be und der Reinigung und Desinfektion viele weitere Risikofaktoren fir
Salmonelleninfektionen auf. Nach Erhebungen von Thielen etal. (1997) wurden in
Betrieben mit Personenschleuse bessere serologische Ergebnisse ermittelt als in
Betrieben ohne. (266). Das Halten von Katzen auf einem Betrieb (31, 37, 178, 233,
260), die Ubertragung durch Kleidung (28) und Schadnagerbefall (28, 37, 92, 178)
werden ebenfalls als Risikofaktoren aufgefihrt. Meyer (2004) konnte flir Sauen in
konventioneller Haltung einen signifikanten Einfluss des Faktors ,Anzahl der
betreuenden Personen® feststellen. So war die Chance serologisch positiver Befunde
in Betrieben mit weniger Personal signifikant héher. Ebenso verhielt es sich mit dem
Faktor ,Stallform®. In Betrieben mit Offenstall- oder Auslaufhaltung war die Chance
eines serologischen Nachweises signifikant héher als in Betrieben mit geschlossenen
Stallgebduden. Auch in Betrieben mit einer Hygieneschleuse konnten signifikant
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haufiger seropositive Tiere nachgewiesen werden als in Betrieben ohne Hygiene-
schleuse. Dagegen war der Anteil serologisch positiver Befunde signifikant geringer,
wenn der Betrieb mit einem Quaranténestall ausgestattet war. Ferner wurden bei
Haltung auf Teilspaltenbéden signifikant héhere Seropravalenzen ermittelt als auf
Vollspaltenbdden (178). Nollet et al. (2003) konnten diesen Einfluss bestatigen (192).
Als signifikant erwies sich auch der Einfluss von Granulatfitterung auf die Sero-
pravalenz von Mastschweinen, wobei sich die Chance eines positiven Befundes
verdoppelte, wenn Granulat anstelle von Mehl verfittert wurde (178). Das EU-Projekt
Salinpork (2000) identifizierte auch pelletiertes Futter als einen méglichen Risikofaktor
fir Salmonelleninfektionen des Schweines (278).

Die Unterschiede, die hinsichtlich der relevanten Risikofaktoren fur Salmonellen-
infektionen bei Schlachtschweinen ermittelt oder vermutet werden, lassen zum einen
darauf schlieBen, dass das Ausschalten nur eines Faktors oder nur weniger Faktoren
die Salmonellen-Bekampfung nicht zum Erfolg fihren wird. Vielmehr deutet sich an,
dass das Problem flachendeckend nur durch ein komplexes MaBnahmenpaket zu
I6sen sein wird, dessen Einzelkomponenten gleichzeitig an vielen verschiedenen
Stellen der Schweinehaltung ansetzen. Ferner deuten die unterschiedlichen Ergeb-
nisse in der Fachliteratur darauf hin, dass zur Sanierung von Problembetrieben
Schwachstellenanalysen und Lésungsansatze erforderlich sind, die gezielt auf die Pro-
duktionsbedingungen des jeweiligen Betriebs ausgerichtet sein missen.

4.4 Haufigkeit von Campylobacter-Infektionen bei Schlachtschweinen
in Baden-Wiirttemberg

Die in den eigenen Untersuchungen ermittelte hohe Quote an Campylobacter-positiven
Betrieben (50,8 %; bei eigener Probenentnahme 69,4 %) stimmt mit den verdéffentlich-
ten Ergebnissen vieler anderer Untersucher sehr gut Uberein und zwar unabhangig
davon, ob diese Daten in Deutschland (7, 141, 153) oder in anderen Landern (98, 99,
111, 182, 240, 263, 295) erhoben wurden. Daten aus einer flachendeckenden bzw.
reprasentativen Grundlagenstudie, wie sie in der EU beispielsweise zur Erhebung der
Préavalenz von Campylobacter bei Masthahnchen durchgefihrt worden ist, liegen
allerdings nicht vor.

Eine Uberraschung bereitete die Speziesverteilung, denn in der vorliegenden Studie
gehdrten 56,9 % der Isolate taxonomisch zur Spezies C. jejuni und nur 43,2 % zu
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C. coli. Diese Relation steht im Gegensatz zu den meisten anderen Studien, in denen
C. coli die beim Schwein dominierende Campylobacter-Art reprasentierte (40, 99, 111,
115, 153, 263). Es gibt aber auch Berichte, dass C. jejuni in manchen Schweinepopu-
lationen haufiger als C. coli auftrat. So fand man in den U.S.A. Campylobacter-
Bakterien in den Kotproben von 76 % der untersuchten Tiere, wobei Infektionen mit
C. jejuni (76,3 %) insgesamt deutlich Uberwogen (295). Mdglicherweise sind die
Infektionsquote und die relativen Haufigkeiten der Campylobacter-Spezies alters-
abhangig, denn zum einen stieg die Quote infizierter Tiere mit dem Alter von 57,8 %
(Ferkel am Tage der Geburt), Uber 85 % (Absetzferkel) auf 100 % (trachtige Sauen)
an. Zum anderen variierten die Quoten von C. jejuni und C. coli je nach Alter und
betrugen 31,7 % bzw. 68,3 % (Ferkel am Tage der Geburt), 82 % bzw. 18 %
(Absetzferkel) und 89 % bzw. 11 % (trachtige Sauen) (295).

Die in der vorliegenden Arbeit und in vielen anderen Studien ermittelte hohe Pravalenz
von Campylobacter-Infektionen, weist deutlich darauf hin, dass das Schwein aus
menschlicher Sicht ein sehr wichtiges, natirliches Reservoir fir humanpathogene
Campylobacter—Arten darstellt. In Analogie zur Bedrohung durch Salmonellen bedeutet
die hohe Nachweisquote ein Risiko fir den Eintrag von Campylobacter—-Keimen in die
Lebensmittelkette, indem die Erreger mit den Schlachttieren in die Schlachthéfe
gelangen und im Zuge der Schlachtung und Verarbeitung Geratschaften, Schlacht-
korper und Fleisch kontaminieren. Derzeit gibt es noch keine tierseuchenrechtlichen
Vorschriften zur Bekdmpfung von Campylobacter spp. bei lebensmittelliefernden Haus-
tieren. Immerhin wurde 2004 die Meldepflicht eingeflihrt. Darlber hinaus wird das
Vorkommen von Campylobacter bei Schweinen und beim Geflligel kontinuierlich im
Rahmen nationaler Monitoringprogramme erfasst. Dennoch fehlen noch viele Daten,
um beispielsweise die kritischen Momente auf jeder einzelnen Stufe in der
Produktionskette Schweinefleisch zu identifizieren. Nur Uber eine derartige Analyse
scheint es sinnvoll, adaquate MaBnahmen gegen den Erregereintrag und die
Keimverschleppung zu benennen. In der vorliegenden Studie konnte &hnlich wie bei
den Salmonellen bezlglich mdglicher Risikofaktoren fir die Campylobacter-Pravalenz
in Mastschweinebetrieben lediglich ein signifikant positiver Zusammenhang zwischen
der Nachweisquote von C. coli und der BetriebsgrdBe erkannt werden.
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4.5 Haufigkeit von Antikérpern gegen Salmonellen bei Schlachtschwei-
nen und Kategorisierung der Betriebe in Baden-Wiirttemberg

Die in der vorliegenden Arbeit fiir Baden-Wirttemberg ermittelte Haufigkeit von 4,1 %,
mit der Salmonellen-spezifische Antikérper in den Fleischproben von 30.090 Schlacht-
schweinen vorkamen, stimmt mit den Ergebnissen anderer Studien ebenfalls recht gut
dberein (1, 59, 63, 106, 107, 154, 170, 178, 179, 203, 206, 209, 210, 213, 217, 260,
278).

Auffallig ist allerdings der Unterschied zu den Daten, die kirzlich im Zuge der
Grundlagenstudie unter Fihrung des BfR ermittelt wurden. Dort liegt der prozentuale
Anteil serologisch positiver Schlachtschweine bei 32,3 % (48). Sehr wahrscheinlich hat
der niedrigere Cut off-Wert von 20 OD % dazu gefihrt, dass in jener Studie viele
Proben positiv gewertet wurden, die mit den Kriterien der vorliegenden Studie als
negativ eingestuft worden wéren. Auf diesen Zusammenhang weist sehr direkt auch
eine weitere Studie hin, in der 13.511 Schweine aus 76 deutschen Betrieben auf
Salmonella-spezifische Immunglobuline untersucht wurden. Mit dem Cut off-Wert von
20 OD % wurden 23,8 % der untersuchten Tiere als positiv bewertet, mit dem Cut off-
Wert von 40 OD % nur 9,5 % (282). Diese Ergebnisse machen deutlich, dass es die
Verwendung unterschiedlicher Cut off-Werte schwierig oder sogar unmdglich macht,
Daten zur Seropravalenz miteinander zu vergleichen. Deshalb ist es beispielsweise
seit dem Jahr 2001 auch sehr schwierig, Seroprévalenzdaten aus D&nemark mit
solchen aus Deutschland zu vergleichen, denn das danische Uberwachungsprogramm
wurde ab jenem Zeitpunkt verschérft, indem der Cut off von 40 auf 20 OD % gesenkt
wurde (3, 190). Die Intensitat der Salmonellen-Bekdmpfung wére prinzipiell auch in
Deutschland Gber die Definition des Cut off-Wertes steuerbar. Letztlich ist es eine
politische Entscheidung, wie man den Cut off-Wert definiert. Dabei aber nicht nur die
aktuell in der fraglichen Population vorhandene Seropravalenz zu bertcksichtigen,
sondern auch o©konomische Aspekte und die Akzeptanz durch die betroffenen
Tierhalter.

Ein zweiter moglicher Grund fur die Unterschiede zwischen den in der vorliegenden
Studie prasentierten Zahlen zur Seropravalenz und den Zahlen der Grundlagenstudie
ist, dass der Hygienestandard der Betriebe, die im Rahmen dieser Studie beprobt
wurden, Gberdurchschnittlich gut war. Denn alle Betriebe waren dem LKV Baden-
Woirttemberg angeschlossen und wurden von Ringberatern regelmaBig kontrolliert und
beraten. Da sich die Verabschiedung der Schweine-Salmonellen-Verordnung damals
bereits abzeichnete, waren die Betriebsleiter auBerdem bestrebt, schon in der hier
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unternommenen Pilotstudie mdglichst gut abzuschneiden und mdéglichst wenige

verdachtige Tiere im Bestand zu haben.

Aufgrund der insgesamt niedrigen Seropravalenz in den untersuchten Betrieben, wurde
die Quote von 40 % seropositiver Schweine in den Stichproben auch nur von einem
einzigen (0,5 %) von 200 kategorisierbaren Betrieben Uberschritten und dieser Betrieb
folgerichtig in die Kategorie Il eingestuft. Von den restlichen Betrieben waren 191
Betriebe den Kategorien 0 oder | zuzuordnen und nur acht der Kategorie Il. Andere
Untersucher ermittelten in Deutschland sehr ahnliche Quoten. Die umfangreichen
Ergebnisse der Bundesforschungsanstalt fir Viruskrankheiten der Tiere in
Wusterhausen unterstreichen ebenfalls die niedrige serologische Salmonella-
Pravalenz in den Betrieben. Von 520 Betrieben wurden nur 3,5 % in Kategorie Il
eingeteilt (zitiert nach 198). Quante (2000) teilte aufgrund ihrer von Juli 1997 bis Marz
1999 in Niedersachsen ermittelten Untersuchungsergebnisse 79 Mastbetriebe in
Kategorie |, sieben Betriebe in Kategorie Il und einen Betrieb in Kategorie Ill ein (213).
Czerny etal. (2001) untersuchte 3.048 Schlachtschweine aus 52 Mastbestanden in
Bayern. 51 Betriebe fielen in Kategorie | und ebenfalls nur ein Betrieb wurde in
Kategorie Ill eingestuft (63). Bei entsprechenden Untersuchungen in Nordrhein-
Westfalen fielen 168 (97,1 %) von 173 Betrieben in Kategorie |, finf (2,9 %) in
Kategorie Il und kein Betrieb in Kategorie 11l (206). In Sachsen wurden 79 (88,8 %) von
89 untersuchten Betrieben in Kategorie | eingeordnet und jeweils finf (5,6 %) Betriebe
in die Kategorien Il und III (1).

In der vorliegenden Untersuchung konnten mehrere Betriebe Uber einen langeren
Zeitraum gemaRB des vorgeschriebenen Stichprobenplans beprobt und an mindestens
zwei aufeinanderfolgenden Quartalen kategorisiert werden. Dadurch war es mdglich,
einen Eindruck davon zu bekommen, wie sich die Kategorie eines Betriebs Uber die
Zeit veranderte. Verschlechterungen traten im Laufe der Zeit vor allem bei den
Kategorie-0-Betrieben haufig auf (26 von 86 Betrieben). Das verwundert jedoch nicht,
da bereits ein einziges seropositives Schwein dazu ausreicht, dass ein Kategorie-0-
Betrieb seinen exzellenten Status verliert. Immerhin konnte die Mehrzahl der Kate-
gorie-0-Betriebe seinen vorziglichen Status bewahren, und eine Verschlechterung um
gar zwei bzw. drei Stufen zu den Kategorien Il oder Il war nicht zu beobachten. Auch
bei den Betrieben der Kategorie I, Il und Ill kam es im Beobachtungszeitraum allenfalls
zur Anderung um eine Stufe. Dies lasst zum einen darauf schlieBen, dass sich
Salmonelleninfektionen unter den gegebenen Produktionsbedingungen in den Betrie-

ben nur langsam ausbreiten. Zum anderen deutet es an, dass sich die Salmonellen
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durch BekampfungsmaBnahmen aber auch nur langsam aus dem Betrieb drangen
lassen. Immerhin verbesserten sich bei den Kategorien |, Il und Ill mehr Betriebe als
sich verschlechterten. Da die Ergebnisse der serologischen Untersuchungen den
Betriebsleitern immer wieder mitgeteilt wurden, spiegeln sich in den Veranderungen
vermutlich bereits deren MaBnahmen zur Verbesserung des Status wider. Aus
organisatorischen Griinden war es im Rahmen der vorliegenden Studie allerdings nicht
moglich, diese Initiativen mit einer systematischen Datenerhebung n&her zu unter-
suchen. Insgesamt ist die hier beschriebene Dynamik, mit der Betriebe ihren Status
veranderten, als Signal zu werten, dass sich die Kategorie eines Betriebs innerhalb von
drei Monaten zum Schlechteren oder Besseren verandern |asst.

4.6 Erfillung des gesetzlich geforderten Stichprobenumfangs fiir die
serologische Untersuchung

In der vorliegenden Arbeit wurden Fleischsaftproben von Schweinen aus insgesamt
291 Betrieben auf Salmonellen-spezifische Antikérper untersucht. Bei der Proben-
entnahme wurde der Stichprobenschlissel (Tabelle 8) des Entwurfs der Schweine-
Salmonellen-Verordnung vom 20.4.2005 zugrunde gelegt. Ein Betrieb der zu wenig
Proben einsandte oder bei dem sich nicht alle Proben zur Untersuchung eigneten,
wurde konsequenterweise nicht kategorisiert. Aus diesem Grund, waren von 291
Betrieben des hier beschriebenen Projektes nur 200 (68,7 %) Betriebe wenigstens
einmal in einer Weise zu bewerten, wie sie dem genannten Entwurf der Schweine-
Salmonellen-Verordnung entsprach. Auch Penner (2004) war in ihrer Untersuchung
von 57 Schweinemastbetrieben mit 11 (19,3 %) Betrieben konfrontiert, welche die nach
Plan vorgesehene Anzahl an Stichproben nicht erfillten (203). Die Beobachtung, dass
in dieser Arbeit das eigentlich geforderte Stichproben-Soll oft nicht erfullt wurde, deutet
also auf kein regional begrenztes, sondern auf ein eher prinzipielles Problem hin. Hier
ist allerdings zu berlcksichtigen, dass die Betriebsleiter an der hier présentierten
Untersuchung freiwillig teilnahmen, weshalb die Disziplin bei der Beibringung von
Proben mdglicherweise geringer ausfiel, als wenn diese gesetzlich vorgeschrieben
gewesen ware. AuBerdem hatten die beteiligten Personen am Schlachthof die
Durchfiihrung der Uberwachung und die Notwendigkeit der regelméaBigen und
zuverlassigen Beprobung vielleicht noch nicht hinreichend verinnerlicht. Méglicher-
weise hatten aber auch die kontroversen Diskussionen, die man in Fachkreisen Uber
den Stichprobenumfang flihrte, die Betriebsleiter zusatzlich irritiert, sodass einige den
Stichprobenschlissel der vorliegenden Arbeit nicht mehr akzeptieren wollten. Der fir
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das serologische Uberwachungssystem erforderliche Stichprobenumfang ist nach der
jahrlichen Produktion an Schlachtschweinen gestaffelt und soll die Unterscheidung von
Betrieben mit einer Pravalenz von unter 20 % von solchen mit einer Pravalenz von
Uber 40 % mit einer statistischen Sicherheit von 95 % gewahrleisten. Mit Modell-
rechnungen wurde dargelegt, dass die Zahl der Stichproben unter Beibehaltung der
statistischen Sicherheit aber deutlich reduziert werden kann und somit erhebliche
Einsparungen mdglich sind (198). Die Stichprobenkonzepte in friiheren Entwirfen zur
Schweine-Salmonellen-Verordnung (19.12.2002, 20.4.2005) gingen namlich von einer
héheren Salmonellenbelastung in den Schweinemastbetrieben aus, als sie tatséchlich
vorhanden ist. Je weiter aber die tatséchliche Belastung unter einem Wert von 20 %
(Grenze zwischen den Kategorien | und Il) bzw. Uber 40 % (Grenze zwischen den
Kategorien Il und Ill) liegt, umso geringer kann die Zahl der zu beprobenden Schweine
sein, ohne dass die Zuverlassigkeit der Kategorisierung leidet. Nach den von Osterkorn
et al. zitierten Untersuchungen der damaligen Bundesforschungsanstalt fir Virus-
krankheiten der Tiere in Wusterhausen betrug die innerbetriebliche Seropravalenz in
75,9 % der 520 untersuchten Schweinemastbetrieben aber weniger als 10 % (198). In
den eigenen Untersuchungen war der Anteil serologisch positiver Schlachtschweine
sogar in 91 % der 200 kategorisierbaren Betriebe kleiner als 10 %. Um die groBe
Mehrzahl der Betriebe also richtigerweise der Kategorie | zuzuordnen, wurden
aufgrund der pessimistischen Vorgaben mehr Stichproben gezogen und bearbeitet, als
eigentlich erforderlich gewesen war, insbesondere in den kleineren Betrieben (198).

Mit der am 24.3.2007 in Kraft getretenen Schweine-Salmonellen-Verordnung ist die
Teilnahme an dem salmonellenspezifischen Uberwachungs- und Bek&mpfungs-
programm fUr die Inhaber von Endmastbetrieben nunmehr verpflichtend vor-
geschrieben. Den mathematisch fundierten Argumenten hinsichtlich des Stichproben-
plans scheint man von Seiten der Politik zumindest teilweise gefolgt zu sein, da der
geforderte Stichprobenumfang insbesondere in Betrieben, die nur 27 bis 100 Schlacht-
schweine pro Jahr produzieren, niedriger ist als in den friheren Entwirfen (54).
AuBerdem wurde der Geltungsbereich der Verordnung auf Endmastbetriebe mit mehr
als 50 Mastplatzen beschrénkt, in der Ubergangszeit bis zum 31.12.2008 sogar nur auf
Endmastbetriebe mit mehr als 100 Mastplatzen (54). Nach § 11 dieser Verordnung ist
es dann aber auch als Ordnungswidrigkeit zu ahnden, wenn es ein Betriebsinhaber
vorsatzlich oder fahrlassig versdumt, die vorgeschriebenen Blutproben nicht, nicht
richtig oder nicht rechtzeitig untersuchen zu lassen (54).
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Im Zuge des hier dargestellten Projektes wurde beobachtet, dass fir einige Betriebe
aber auch mehr Fleischsaftproben gezogen wurden als vorgeschrieben waren. Da alle
eingeschickten Proben zur Untersuchung kamen, vielen einerseits zusatzliche Unter-
suchungskosten an. Andererseits machte es hinsichtlich der Kategorisierung durchaus
etwas aus, ob nur exakt die vorgeschriebene Anzahl an Stichproben fir die
Berechnung des betrieblichen Status herangezogen wurde oder alle Stichproben der
jeweils letzten 12 Monate. So wurden insgesamt 20 Betriebe (10 %) unterschiedlich
kategorisiert, wobei zwei Betriebe einen besseren Status erlangten, wenn man alle ihre
Stichproben berlcksichtigte. In der Schweine-Salmonellen-Verordnung ist die Anzahl
der Proben nach oben nicht klar begrenzt und es ist auch nicht eindeutig festgelegt,
welche Stichproben aus den jeweils vergangenen 12 Monaten bei der Kategorisierung
eines Betriebs zu berlcksichtigen sind. Fur die Praxis ware deshalb aus den eigenen
Ergebnissen abzuleiten, dass diejenige Person oder Einrichtung, die die Proben zieht,
strikt darauf zu achten hat, dass sie die in der Verordnung geforderte Anzahl an
Stichproben auf jeden Fall erflllt, diese aber auch nicht allzu sehr Gberschreitet. Um
Manipulationen bei der quartalsweisen Kategorisierung zu verhindern, sollte auBerdem
der Zeitpunkt der Probenentnahme vom Inhaber eines Endmastbetriebs nicht
beeinflusst werden kdnnen. In der Praxis wird sich das vermutlich nicht ganz
verhindern lassen. Deshalb scheint es theoretisch méglich, dass ein Master ein fir ihn
ungunstiges Zwischenergebnis noch verbessern kann, indem er weitere Proben von
Schlachtschweinen entsendet und untersuchen lasst, solange der Stichtag fir die
erneute Kategorisierung noch nicht erreicht ist. Solange die Betriebsinhaber die Kosten
der Beprobung und Untersuchung aber selbst finanzieren missen, erscheint es aber
wenig wahrscheinlich, dass diese Mdglichkeit wirklich genutzt werden wird. Im Zuge
der hier prasentierten Studie wurde jedenfalls die Erfahrung gemacht, dass die
Betriebe unbedingt etwas mehr Fleischsaftproben ziehen missen, als es die
Salmonellen-Verordnung vorschreibt, da manche Muskelproben nicht untersucht
werden kénnen, zum Beispiel weil sie zu viel Fett enthalten, zu klein oder eingetrocknet
sind oder die Probe bereits auf dem Transportweg ausgelaufen ist. Eine praktische
Lésung ware es, eine Stichprobenspanne (z.B. 55 —-60 Stichproben pro Jahr pro
Betrieb) zuzulassen und alle spater gezogenen und dariber hinausgehenden Proben
bei der Kategorisierung nicht zu berlcksichtigen.
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4.7 Vergleichbarkeit der mit unterschiedlichen ELISA-Systemen
erzielten Ergebnisse

In den drei systematisch miteinander verglichenen ELISA-Systemen erzielte ein erheb-
licher Prozentsatz der Fleischsaftproben deutlich unterschiedliche Messergebnisse.
Von den insgesamt 687 eingesetzten Fleischsaftproben wurden nur 211 (30,7 %) in
allen drei Testsystemen negativ und nur 167 (24,3 %) Proben in allen Tests positiv
bewertet. Es lag somit nur eine 55 %ige Ubereinstimmung zwischen den drei
Testsystemen vor. Ahnliche Diskrepanzen fanden auch schon andere Untersucher.
Beispielsweise wurden die funf danischen Kalibrierungsseren von zwdlf verschiedenen
Laboratorien im ersten internationalen Ringversuch (2001) untersucht. Hierbei kamen
verschiedene ELISA-Systeme zum Einsatz. Nur flnf Teilnehmer testeten alle
Serumproben zutreffend, wahrend mehr als die Halfte die standardisierten
Serumproben falsch bewertete (271). Auch in Untersuchungen von Camitz et al.
(2001), in denen der HerdChek-ELISA und ein zweiter kommerziell erhaltlicher ELISA
verglichen wurden, stellte man erhebliche Divergenzen bei der Beurteilung der
gleichen Proben fest (57). Lange (2001) unternahm Vergleichsuntersuchungen mit
einem laboreigenen ELISA (in der Literatur nicht naher bezeichnet), mit dem
Enterisol®-ELISA und mit zwei weiteren kommerziellen ELISA-Systemen (nicht
namentlich genannt). Der laboreigene ELISA bewertete drei der zehn Proben (flnf
Fleischsaft- und fiinf Serumproben) anders als der Enterisol®-ELISA. Dagegen stimmte
er vollkommen mit den Ergebnissen des einen kommerziellen ELISA Gberein. Mit dem
zweiten kommerziellen ELISA kam es wiederum zu starken Differenzen, da vier von
funf Fleischsaftproben unterschiedlich bewertet wurden (157). Auch die Fleischsaft-
Vergleichsstudie von Ballagi (2002) machte deutlich, dass die Ergebnisse von
verschiedenen ELISA-Testsystemen fir dieselben Proben erheblich differieren kénnen
(siehe Tabelle 4) (20). Résler et al. (2007) kamen in einer neueren Studie an vier
derzeit auf dem deutschen Markt befindlichen Testsystemen ebenfalls zu sehr deutlich
divergierenden Resultaten. So waren die Testsensitivitaten bei einem Cut off-Wert von
40 OD % bis zu 60 % unterschiedlich (235).

Die mdglichen Ursachen fur diese Testunterschiede sind vielfaltig. Alle drei hier
verwendeten ELISA-Systeme verwenden zwar Salmonellen-LPS- bzw. PS-Mix der O-
Antigene 1, 4, 5, 6, 7, 12 bzw. O-Antigene der Serogruppen B, C1, D als Fangantigen,
aber untereinander sind die Systeme hinsichtlich der Zusammensetzung des Fang-
antigens und der Herstellung der Mikrotiterplatten nicht standardisiert. So kénnen die
Reaktionsoberflachen der Mikrotiterplatten unterschiedlich abgesattigt sein und die
Fangantigene die einzelnen Antigenkomponenten auch in unterschiedlichen Mengen-
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verhaltnisse enthalten. Auf eine unterschiedliche Absattigung der Plattenoberflachen
lasst beispielsweise der Unterschied bei der empfohlenen Verdinnung der Proben
(1:40, 1:30, 1:2) schlieBen. Ferner umfassen die Serogruppen B, C1 und D, die vom
LPS-Antigengemisch des HerdChek-ELISAs repréasentiert sind, noch andere O-
Antigene als 1, 4, 5, 6, 7 und 12. Dazu kommt, dass die Inkubationszeit fiir Proben im
HerdChek-ELISA um die Haélfte kirzer ist als in den beiden anderen ELISA-Systemen.
Eine weitere Quelle fir unterschiedliche Messergebnisse sind die Unterschiede
hinsichtlich der eingesetzten Kontroll- und Referenzsubstanzen.

Die Divergenz der verschiedenen Testsysteme ist durch die eigenen Untersuchungs-
ergebnisse sowie durch die Ergebnisse anderer Untersucher hinlanglich dokumentiert.
Inwieweit sich diese Divergenzen dann auch auf die Kategorisierung der Betriebe
auswirken, wurde bisher noch nicht ndher untersucht und sollte im Rahmen dieser
Studie beleuchtet werden. Aus Kostengriinden konnten dabei jedoch nicht alle
30.090 Fleischsaftproben in allen drei ELISA-Systemen parallel untersucht werden. Um
sich einer belastbaren Aussage wenigstens anzunahern, wurde eine kleinere Anzahl
an Proben aus der Gesamtheit aller Fleischsaftproben, die zuvor mit dem
SALMOTYPE®-ELISA getestet worden waren, ausgewahlt. Die Proben wurden so
ausgewahlt, dass sie einigermaBen gleichmaBig den gesamten Messbereich des
SALMOTYPE®-ELISA reprasentierten. Nachdem die Proben in den beiden anderen
ELISA-Systemen untersucht worden waren, konnten die Messwerte aller anderen
Proben, die in den 200 kategorisierbaren Betrieben gezogen worden waren, mit Hilfe
von Hauptkomponentengleichungen per Extrapolation berechnet werden. Diese er-
rechneten Messwerte wurden dann zu einer theoretischen Betriebskategorisierung
herangezogen, quasi als ob alle Stichproben auch mit dem Enterisol®-ELISA oder dem
HerdChek-ELISA getestet worden waren. Dabei zeigte sich, dass die Diskrepanzen
zwischen den Bewertungen der einzelnen Proben sich auch in Unterschieden bei der
Betriebskategorisierung auswirkten. Diese Unterschiede waren allerdings weniger
stark. Insgesamt wurden 143 (71,5 %) der 200 Betriecbe von allen drei ELISA-
Testsystemen Ubereinstimmend bewertet. Bei Anwendung des HerdChek-ELISA
kamen insgesamt 19 Betriebe um eine Stufe besser weg als mit dem SALMOTYPE®-
ELISA. Bei Verwendung des Enterisol®-ELISA wurden dagegen 38 Betriebe schlechter
kategorisiert als mit dem SALMOTYPE®-ELISA. Die Unterschiede betrafen immer eine
Kategoriestufe.

Die in der vorliegenden Studie und in den Untersuchungen anderer Autoren
aufgezeigten Unterschiede dirften in der taglichen Praxis von groBer Bedeutung sein.
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In Danemark wird das Bekampfungsverfahren, das der deutschen Schweine-
Salmonellen-Verordnung zugrunde liegt, seit Jahren mit gutem Erfolg praktiziert. Ein
Teil des Erfolges ist sicherlich der Tatsache geschuldet, dass dort alle Untersuchungen
nur von einem einzigen Labor und unter Nutzung eines einzigen, standardisierten
Testsystems inklusive entsprechend einheitlicher Kontroll- und Referenzseren durch-
gefuhrt werden. In Deutschland wéahlte man einen anderen Weg. So sind hier gegen-
wartig vier kommerzielle Tests (Tabelle 3) zum Nachweis von Salmonellen-
spezifischen Antikérpern beim Schwein von der Zulassungsstelle im Friedrich-Loffler-
Institut nach § 17c des Tierseuchengesetzes zugelassen, der in dieser Studie noch
angewandte SALMOTYPE®-ELISA wurde inzwischen vom SALMOTYPE® PigScreen
abgelést (75, 242). AuBerdem werden die serologischen Untersuchungen zur
Umsetzung der Schweine-Salmonellen-Verordnung hierzulande von verschiedenen
Laboratorien durchgefuhrt. Es besteht deshalb die Gefahr, dass es im Routinebetrieb
zu Diskrepanzen und Unstimmigkeiten kommt. Es scheint sogar méglich, dass das
gesamte Uberwachungs- und Bekampfungssystem diskreditiert und von den
betroffenen Tierhaltern abgelehnt wird. Eine andere Folge kdnnte sein, dass sich
Endmaster gezielt dasjenige Labor suchen, das den am wenigsten sensitiven Test
verwendet. Zur Qualitatssicherung in der Diagnostik ist es deshalb unbedingt erforder-
lich, dass die verschiedenen zugelassenen Testsysteme aufeinander abgestimmt
werden. Dies kénnte beispielsweise durch die Verwendung von bundesweit oder sogar
international einheitlichen Referenzseren und Korrekturfaktoren bewerkstelligt werden.
Darliberhinaus sollten die Messqualitdt und Leistungsféhigkeit der involvierten
Untersuchungseinrichtungen in Ringversuchen laufend gepruft werden. Beispielsweise
fordert die QS-GmbH, die das nunmehr bundesweit glltige Salmonellen-
Uberwachungssystem bereits einige Zeit vorher fiir ein eigenes Markenfleisch-
programm eingeflhrt hatte, von den bei ihr akkreditierten Laboren, dass diese einmal
jahrlich an Ringversuchen zum Nachweis von Antikdrpern gegen Salmonellen beim
Schwein teilnehmen (13).
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5 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen Beitrag zur Einschatzung der Salmonella-
Seropravalenz bei Schlachtschweinen in Baden-Wirttemberg zu leisten und eventuelle
betriebliche Risikofaktoren flir den serologischen Salmonella-Status zu erfassen.
Ferner sollte geprift werden, inwieweit der serologische Status eines Betriebs ein
Indikator fUr das tatséchliche Vorkommen von Salmonella spp. und auch fir
Campylobacter spp. in dem Betrieb sein kann. In einer weiteren Versuchsreihe wurde
untersucht, ob drei zugelassene kommerzielle ELISA-Systeme zum Nachweis von
Salmonella-spezifischen Antikérpern beim Schwein im Hinblick auf die Umsetzung der
Schweine-Salmonellen-Verordnung vergleichbare Ergebnisse liefern.

Zur Ermittlung der Seropravalenz von Salmonellen-Infektionen bei Schweinen in
Baden-Wurttemberg wurden im Zeitraum von Oktober 2001 bis Juli 2004
Fleischsaftproben von insgesamt 30.090 Schlachtschweinen aus 291 Betrieben mit
dem SALMOTYPE®-ELISA auf Salmonella-LPS-Antikdrper untersucht. Insgesamt
reagierten 1.226 Tiere (4,1 %) serologisch positiv. Quartalsweise schwankte dieser
Prozentsatz zwischen 1,5 und 5,5 %. Seropositive Reagenten waren in 201 von 291
untersuchten Betrieben (69,1 %) nachweisbar. Der Anteil serologisch positiver
Schlachtschweine lag bei 275 (94,5 %) Betrieben bei maximal 20,0 %. 200 Betriebe
lieferten innerhalb von zwdlf aufeinander folgenden Monaten wenigstens einmal die
nach dem Stichprobenplan erforderliche Anzahl von Fleischsaftproben und konnten
geman der Schweine-Salmonellen-Verordnung (Entwurf vom 20.04.2005) kategorisiert
werden: 99 Betriebe (49,5 %) fielen in Kategorie 0, 92 Betriebe (46,0 %) in Kategorie |,
acht Betriebe (4,0 %) in Kategorie |l und nur ein Betrieb (0,5 %) in Kategorie Ill. Mit
einer Korrelationsanalyse lieB sich nur fir den Parameter ,BetriebsgréBe®
— gemessen an der Anzahl der Mastplatze —ein Zusammenhang zu den
serologischen Testergebnissen statistisch sichern. So war die BetriebsgréBe signifikant
positiv mit dem Anteil seropositiver Schlachtschweine pro Betrieb korreliert (p = 0,01
bei allen 291 Betrieben; p = 0,05 bei den 200 kategorisierbaren Betrieben).

Aus 124 Betrieben wurden von Januar 2003 bis Juli 2004 auch Kotproben von End-
mastschweinen kulturell-bakteriologisch auf Salmonella spp., C. jejuni und C. coli
untersucht. Salmonellen waren in 13 (10,5 %) der 124 untersuchten Betriebe zu
isolieren, Campylobacter spp. in 63 (50,8 %) der Betriebe. Die isolierten Salmonellen
gehorten den Serovaren S. Typhimurium (n=11) und S. Enteritidis (n = 2) an. Dabei
bestand eine positive Korrelation zu den serologischen Befunden in den Betrieben (p =
0,04). So war der Anteil von kulturell-bakteriologisch Salmonella-positiv getesteten
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Betrieben umso gréBer, je héher die Kategorie war, in die die Betriebe aufgrund der
serologischen Ergebnisse eingestuft worden waren. Salmonellen wurden aber auch bei
Schweinen in 2 (4,5 %) von 44 kulturell-bakteriologisch untersuchten Betrieben der
Kategorie 0 gefunden. Das Vorkommen von Campylobacter spp. war mit dem
serologischen Salmonella-Status der Betriebe nicht korreliert (p > 0,05).

Die Priiffung der drei ELISA-Testsysteme SALMOTYPE®-ELISA, Enterisol®-ELISA und
HerdChek-ELISA auf Ubereinstimmung wurde an 687 reprasentativen Fleischsaft-
proben vorgenommen. Dabei korrelierten die im HerdChek-ELISA ermittelten Anti-
kérpertiter nur wenig mit denjenigen, die im SALMOTYPE®-ELISA und im Enterisol®-
ELISA gemessen wurden (Korrelationskoeffizienten 0,333 und 0,246). Der
SALMOTYPE®-ELISA und der Enterisol®-ELISA korrelierten in ihren Ergebnissen
besser miteinander (0,787). In der Bewertung der Proben in seropositiv und
seronegativ machte sich das in einer Ubereinstimmung bei 78,2 % (SALMOTYPE®-
ELISA und Enterisol®-ELISA) bzw. 63,2 % (HerdChek-ELISA und Enterisol®-ELISA)
bzw. 68,7 % (HerdChek-ELISA und SALMOTYPE®-ELISA) der Fleischsaftproben
bemerkbar. Insgesamt flhrten alle drei Testsysteme nur bei 55,0 % der Proben zu
derselben Bewertung. Anhand der ermittelten Korrelationen wurden die Mess-
ergebnisse der reprasentativen Fleischsaftproben auf alle 30.090 Fleischsaftproben
extrapoliert. Die Analyse der extrapolierten Antikorpertiter ergab, dass sich die test-
bedingten Unterschiede auch auf die Kategorisierung der Betriebe auswirken wirden.
So waren insgesamt 57 von 200 Betrieben (28,5 %) unterschiedlich kategorisiert
worden, und zwar 28 (28,3 %) der mit dem SALMOTYPE®-ELISA als Kategorie 0
eingestuften Betriebe, 22 (23,9 %) der Kategorie-I-, 6 (75,0 %) der Kategorie-II-
Betriebe sowie der Kategorie-1ll-Betrieb (100 %).

Nach diesen Ergebnissen sind ca. 70 % der dem Landeskontrollverband Baden-W(rt-
temberg (LKV) angeschlossenen Schweinemastbetriebe mit Salmonelleninfektionen
bei ihren Tieren konfrontiert. Die meisten Betriebe sind jedoch nur geringgradig
belastet. Um die Qualitat und Akzeptanz der serologisch basierten Kategorisierung von
Betrieben zu sichern, sollten die zugelassenen Testsysteme deutschlandweit
standardisiert werden.
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5 Summary

The aim of this study was to assess the Salmonella seroprevalence and farm
associated risk factors for infection in slaughter pigs in the federal state of Baden-
Wirttemberg, Germany. In addition, it was analyzed whether the serological status of a
herd may be a useful indicator for pigs shedding Salmonella spp. and
Campylobacter spp. with their feces. In a second experimental setting three approved
commercial ELISA systems were assessed for their capability to provide comparable
results in the detection of Salmonella-specific antibodies in pigs with regard to the
German legislation (“Pig  Salmonella  Regulation”, “Schweine-Salmonellen-
Verordnung”).

To determine the seroprevalance of Salmonella infections, meat juice samples were
collected from a total of 30,090 slaughter pigs originating from 291 farms in Baden-
Wirttemberg (time frame: October 2001 through July 2004). Samples were analyzed
for the presence of Salmonella-LPS antibodies using the SALMOTYPE®-ELISA. A total
of 1,226 animals (4.1 %) were tested positive. This percentage fluctuated quarterly
between 1.5 % and 5.5 %. Seropositive pigs were detected in 201 out of 291 farms
(69.1%). In 275 farms (94.5 %), the percentage of serologically positive slaughter pigs
was not greater than 20.0 %. Only 200 farms provided at least once the minimum
annual number of meat juice samples requested by the sampling plan of the Pig
Salmonella Regulation (draft of 20.04.2005). These farms were categorized as follows:
category 0, 99 farms (49.5 %); category |, 92 farms (46.0 %); category I, eight farms
(4.0 %); category lll, one farm (0.5 %). Statistical analysis revealed that the serological
test results correlated with the farm size, i.e. the percentage of seropositive slaughter
pigs in a farm was correlated positively with the number of fattening spaces in that
facility (p = 0.01 for all 291 facilities; p = 0.05 for the 200 categorized farms ).

In addition to serological tests, slaughter pigs from 124 farms were tested for
Salmonella spp., C. jejuni and C. coli by fecal culture (time frame: January 2003
through July 2004). Salmonella were isolated in samples from 13 (10.5 %) of the farms
tested. Campylobacter spp. were found in 63 (50.8 %) facilities. Salmonella isolates
were classified as serovars Typhimurium (n=11) and Enteritidis (n = 2). Bacterial
culture results correlated positively with serological findings (p = 0.04), i.e. the higher
the serological category, the greater the percentage of Salmonella shedders in the
herd. However, Salmonella were also isolated from pigs in two of the 44 category-0-
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farms (4.5 %). No correlation was detectable when comparing shedders of
Campylobacter spp. and the serological Salmonella status of the farms (p > 0.05).

Representative meat juice samples (n = 687) were selected to compare the test results
of three commercially available ELISA systems (SALMOTYPE®-ELISA, Enterisol®-
ELISA, HerdChek-ELISA). Antibody titers determined in the HerdChek-ELISA
correlated weakly when compared to those measured in the SALMOTYPE®-ELISA and
the Enterisol®-ELISA (correlation coefficients 0.333 and 0.246, respectively). A stronger
correlation was observed when comparing the SALMOTYPE®-ELISA and the
Enterisol®-ELISA (0.787). Identical test results (seronegative or seropositive) were
obtained in 78.2 % (SALMOTYPE®-ELISA and Enterisol®-ELISA), 63.2 % (HerdChek-
ELISA and Enterisol®-ELISA) and 68.7 % (HerdChek-ELISA and SALMOTYPE®-
ELISA) of the tested meat juice samples, respectively. Overall, only 55.0 % of the
samples were classified identically by all three test systems. Based on these calculated
correlations, the results of the 687 representative meat juice samples were
extrapolated to all 30,090 meat juice samples. The analysis of these extrapolated
antibody titers revealed that the test-related differences would also affect the
categorization of farms. Thus, 57 of the 200 categorized farms (28.5 %) would have
been assigned to a different category if another ELISA had been used than the
SALMOTYPE®-ELISA. In detail, 28 (28.3 %) of the category-0-farms, 22 (23.9 %) of the
category-I-farms, six (75.0 %) of the category-ll-farms, and the category-lll-farm
(100 %) would have been assigned to a different category.

Based on these results, approximately 70 % of the pig fattening farms that are
members of the Landeskontrollverband Baden-Wurttemberg (LKV — State Monitoring
Association Baden-Wirttemberg) harbor Salmonella infected animals. However, in the
majority of farms the percentage of infected pigs is rather small. In order to guarantee
the quality and acceptance of the serologically based categorization system, the
approved ELISA systems should be standardized on a national level.
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