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Einleitung und Fragestellung

Hunde und Katzen sind als haufige Trager von Zoonoseerregern bekannt (Rijks et al. 2016,
Feldmeier 2009). Gerade Tiere, die in Gruppen gehalten werden und vor Aufnahme in ein
Tierheim wenig Flrsorge erhalten haben, sind besonders geféhrdet (Tupler et al. 2012,
Sabshin et al. 2012). Daher wurde auf Initiative des Landes Karnten und in Zusammenarbeit
mit der Veterinarmedizinischen Universitdt Wien ein Projekt zur Untersuchung des
Vorkommens relevanter bakterieller und parasitologischer Zoonoseerreger in Karntner

Tierheimen ins Leben gerufen.

Diese Diplomarbeit befasst sich dabei mit dem bakteriologischen Teil des Projekts. Der Fokus
der Untersuchung wurde auf folgende bakterielle Erreger gelegt: Shigatoxin-produzierende
Escherichia coli (STEC), Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica und Salmonella
enterica. Diese Bakterien gehoren weltweit zu den bedeutendsten lebensmittelbedingten
Zoonoseerregern bei Menschen (Kirk et al. 2015, Cardoen et al. 2009, Much et al. 2007).

In Zusammenarbeit mit dem dort arbeitenden Personal wurden Kotproben von Hunden und
Katzen aus vier Karntner Tierheimen (Tierheim Wolfsberg, Tierheim TIKO Klagenfurt, Tierheim
Villach, Katzenschutzverein Eden Klagenfurt) gesammelt. Die Tiere wurden in den
verschiedenen Tierheimen sowohl in Gruppen als auch einzeln gehalten. Die kulturelle
Primardiagnostik wurde unmittelbar nach der Probenentnahme im ILV (Institut fur
Lebensmitteluntersuchungen, Veterindrmedizin und Umwelt des Landes Karnten)
durchgefluhrt. Anschliefiend wurden die Erregerisolate zu weiterfiihrenden Untersuchungen an

das Institut flir Mikrobiologie der Veterindrmedizinischen Universitat in Wien verbracht.

Ziel des Projektes war es, die Erregerpravalenz bei Hunden und Katzen in Karntner
Tierheimen zu bestimmen und so deren Relevanz als Zoonoseerreger im Umfeld eines
Tierheimes insbesondere fir das dort arbeitende Personal zu ermitteln. Hunde (Joel Drie) und
Katzen (Lydia Hofstatter) wurden hierbei getrennt betrachtet, um etwaige tierartspezifische

Unterschiede herauszuarbeiten.



2.1

Literaturiibersicht

Shigatoxin-produzierende Escherichia coli (STEC)

Escherichia (E.) coliist ein Gram-negatives, Oxidase-negatives, 2-6 ym langes und 1,1-1,5 ym
breites Stabchenbakterium. Die Temperatur fur ideales Wachstum betragt 37 °C und die
Generationszeit ist mit ca. 20 min. vergleichbar kurz. E. coli kbnnen beweglich (durch Geifdeln)
als auch unbeweglich sein. Durch ihr physiologisches Vorkommen im Darmtrakt von
Menschen und Tier weisen sie ein fakultativ anaerobes Wachstum auf (Scheutz et al. 2005).
Taxonomisch gehort E. coli zur Familie Enterobacteriacea und zur Ordnung Enterobacterales
(Adeolu et al. 2016, Nataro et al. 1998).

Pathogene E. coli werden in extraintestinale (ExPEC) und darmpathogene E. coli (InPEC) und
diese wiederum in Pathovare unterteilt. Zu den darmpathogenen Pathovaren zahlen diffus
adharente E. coli (DAEC), enteroaggregative E. coli (EAEC), enteroinvasive E. coli (EIEC),
enteropathogene E. coli (EPEC), enterotoxische E. coli (ETEC) und Shigatoxin (benannt nach
dem Toxin von Shigella hyodysenteriae)-bildende E. coli (STEC) (Kaper et al. 2004, Kuhnert
et al. 2000).

Zu den Shigatoxin-bildenden E. coli gehdren auch die enterohamorrhagischen E. coli (EHEC),
die neben dem Shigatoxin 1-Gen (stx7) und/oder Shigatoxin 2-Gen (stx2) weitere
Virulenzfaktoren wie z. B. das Adhasin Intimin (eae-Gen) aufweisen. Shigatoxine wirken
sowohl zytotoxisch, also auch enterotoxisch und neurotoxisch (Schmidt et al. 1993). Nicht
lange nach Entdeckung der Shigatoxine wurde ein weiteres Toxin bei E. coli-Stdmmen
beschrieben, welches zytotoxisch auf Verozellen (Nierenzellen von afrikanischen Meerkatzen)
wirkte - das Verotoxin. Dadurch entstand die Bezeichnung Verotoxin-produzierende E. coli
(VTEC) (Konowalchuk et al. 1977). Mit der Feststellung, dass Shiga- und Verotoxine
biochemisch nahezu identisch sind, wurden die Begriffe STEC und VTEC ab diesem Zeitpunkt

synonym verwendet (Calderwood et al. 1996).

Im Jahr 2020 konnten knapp 4500 bestatigte Falle von STEC-Infektionen bei Menschen in der
EU gezahlt werden, damit ist sie die vierthaufigste lebensmittelbedingte Magen-Darm-Infektion
im europaischen Raum (Jahresbericht der nationalen Referenzzentrale fur Escherichia (E.)
coli 2020). EHEC sind eine spezielle Form der STEC beim Menschen, diese kénnen beim

Menschen das Hamolytisch-Uramisches-Syndrom (HUS) auslésen. Dabei handelt es sich um



eine schwerwiegende Erkrankung, die Thrombopenie, hamolytischer Anamie oder akutes
Nierenversagen verursachen kann. Die Ubertragung auf den Menschen erfolgt vorwiegend
Uber den Verzehr von kontaminierten Lebensmitteln, wie zum Beispiel rohem Rindfleisch
(Rosner et al. 2011).

Als Erregerreservoir von STEC gelten hauptsachlich Wiederkauer (Rinder, Schafe, Ziegen)
und Wildwiederkauer (Rehe und Hirsche). Aber auch das Vorkommen bei Hunden und Katzen
ist in einigen Studien beschrieben (Beutin et al. 1993, Asakura et al. 1998, Nagano et al. 2004,
Vu-Khac et al. 2008). STEC-Infektionen bei Haustieren kdnnen sich sehr vielfaltig duern. Die
Beschreibung reicht von Symptomlosigkeit bis hin zu schweren Durchfallen (Hammermueller
et al. 1995). Kotuntersuchungen bei Haustieren in Osterreich und Deutschland ergaben eine
Pravalenz von 1,09 % bis 4 % bei Hunden und 0 % bis 0,74 % bei Katzen, was die etwas
hohere Pravalenz bei Hunden gegenuber Katzen deutlich macht. Es konnte in diesen Studien
kein Zusammenhang von STEC mit Durchfallerkrankungen oder der Fitterung der Tiere
festgestellt werden (Gallien et al. 1994, Franiek et al. 2012). In einer Studie von Hammermdiller
et al. (1995) wurden Hunde mit und ohne Durchfall auf STEC untersucht. Hierbei konnte stx;
in 22 % der an Durchfall erkrankten Hunden nachgewiesen werden, aber nicht bei gesunden
Hunden. Das stx;-Gen wurden sowohl bei gesunden als auch bei Hunden mit Durchfall

nachgewiesen (Hammermueller et al. 1995).

Die Kultur von STEC auf Agarmedien gestaltet sich unproblematisch. In der Primardiagnostik
werden Selektiv- und Differentialndhrbéden wie Sorbit-MacConkey-Agar (SMAC-Agar) oder
der CT-SMAC-Agar eingesetzt. Letzterer enthalt Cefixim und Kaliumtellurit, um das Wachstum
von Proteus spp. und Aeromonas spp. zu hemmen. Auf dem SMAC-Agar erscheinen die
meisten STEC-Stamme als farblose Kolonien, da sie D-Sorbit nicht fermentieren kbnnen. Zu
einer Rotfarbung der Kolonien von nicht-STEC-Stammen kommt es durch den pH-Indikator
Neutralrot bei Sorbit-Fermentation (March et al. 1986). Die Anzucht von STEC ist aber
durchaus auch auf herkdbmmlichen MacConkey-Agar (Laktose-Supplementierung) mdglich,
mit dem Nachteil, dass das Wachstum einiger anderer Bakterien (wie zum Beispiel Proteus
spp.) nicht gehemmt wird (March et al. 1986, Zadik et al. 1993). Fir die Artdiagnose der auf
den Nahrmedien gewachsenen Kolonien eignen sich biochemische Testsysteme oder die
MALDI-TOF (Matrix-assistierte Laser Desorption lonisierung — Flugzeit [time of flight])
Massenspektrometrie. Die definitive Identifizierung von STEC erfolgt durch den

molekulargenetischen Nachweis der stx-Gene (PCR).



2.2 Campylobacter jejuni

Vertreter der Gattung Campylobacter sind gebogene Stabchen, mit einer GréRe von ca.
0,2-0,9 x 0,5-5um. Sie sind gramnegativ und begeil3elt. Fir die thermotoleranten
Campylobacter-Arten  Campylobacter (C.). jejuni und C. coli liegt die ideale
Wachstumstemperatur bei 37-42 °C. Die Gattung Campylobacter, der bis heute 41 Spezies
zugeschrieben werden, gehort mit der Gattung Sulfurospirillum zur Familie
Campylobacteraceae. Zur Gattung Campylobacter werden die klassischen Zoonoseerreger C.
Jejuniund C. coli gezahlt (Costa et al. 2019, Marks et al. 2011).

Laut dem Jahresbericht der Osterreichischen Agentur fir Gesundheit und
Erndhrungssicherheit (AGES) stand im Jahr 2020 die Campylobacteriose an erster Stelle der
gemeldeten lebensmittelbedingten bakteriellen Infektionskrankheiten in Osterreich, wie auch
die Jahre zuvor. Insgesamt wurden fur das Jahr 2020 5162 Erkrankungen durch

Campylobacter beim Menschen in Osterreich gemeldet (Matt et al. 2021).

Campylobacter jejuni wird auch gelegentlich als Darmbewohner bei Hunden und Katzen
nachgewiesen (Thépault et al. 2020, Mughini et al. 2013). Die Symptome bei diesen
Haustieren kénnen sehr unterschiedlich ausgepragt sein. Sie reichen von milder bis akuter
Durchfall-Symptomatik bis hin zu Anorexie, Erbrechen und Fieber. In vielen Fallen verlauft die
Infektion aber asymptomatisch (Marks et al. 2011). Eine Ubertragung auf den Menschen ist
moglich und bereits in konkreten Fallen beschrieben worden (Wolfs et al. 2001, Svedhem und
Norkrans 1980). Das Zusammenleben mit Hunden und Katzen stellt sich daher als mdglicher
Risikofaktor fur eine C. jejuni-Infektion beim Menschen dar (Doorduyn et al. 2010, Mughini et
al. 2013). Der prozentuale Anteil von Campylobacteriose-Fallen bei Menschen, welche mit
Hunden und Katzen assoziiert werden konnten, erstreckt sich in Fall-Kontroll-Studien
zwischen 8,6 % und 25 % (Kittl et al. 2013, Doorduyn et al. 2010). Dabei stellen Hunde,
insbesondere junge Hunde unter einem Jahr, ein grofReres Risiko dar als Katzen (Thépault et
al. 2020, Mughini et al. 2013). Vor allem Kinder und immungeschwachte Menschen scheinen
einem erhohten Risiko ausgesetzt zu sein (Damborg et al. 2004, Wolfs et al. 2001). Die
Ubertragung von C. jejuni auf den Menschen erfolgt hauptsachlich durch direkten Tierkontakt
oder indirekt Uber Kontamination von Haushaltsoberflachen durch Hunde und Katzen (Mughini
et al. 2013). Wie auch bei Menschen wird ungenugend erhitztes Gefllugelfleisch als

Hauptinfektionsquelle fir Hunde und Katzen angesehen (Thépault et al. 2020).



2.3

Im Rahmen diverser Studien, in denen Kotproben von Hunden und Katzen auf C. jejuni
untersucht wurden, liel} sich eine Pravalenz bei Hunden von 2,2 % bis 5,7 % und bei Katzen
von 3 % bis 8,4 % nachweisen (Pdlzler et al. 2018, Andrzejewska et al. 2013, Wieland et al.
2005, Sandberg et al. 2002).

Fur die kulturelle Diagnostik von thermotoleranten Campylobacter spp. wird am haufigsten der
CCD-Agar (Cefoperazone-Charcoal-Deoxycholate-Agar) nach Hutchinson und Bolton (1984)
eingesetzt. Dem blutfreien Nahrboden sind Aktivkohle, Eisen(ll)-sulfat und Natriumpyruvat zur
Neutralisierung von toxischen Stoffwechselprodukten und Cefoperazon sowie Natrium-
Deoxycholat zur Hemmung der gramnegativen Begleitflora zugesetzt. Auf CCD-Agar stellen
sich Campylobacter nach Inkubation unter microaerophilen Bedingungen fir 48 Stunden bei
42 °C als flache, feucht glanzende, graue bis weilliche Kolonien dar (Piersimoni et al. 1995,
Whyte et al. 2003). Nach der morphologischen Beurteilung der Kolonien erfolgt die
Artdiagnose mittels biochemischer oder massenspektrometrischer Verfahren (MALDI-TOF).

Gelegentlich wird auch die PCR zur Speziesidentifikation eingesetzt (Schulze et al. 2000).

Yersinia enterocolitica

Yersinien sind gramnegative, Oxidase-negative, kokkoide bis pleomorphe Stabchenbakterien.
Sie sind fakultativ anaerob und haben eine Grof3e von ca. 0,5-0,8 x 1-3 uym (Thirunavukkarasu
et al. 2005, Bercovier und Mollarett 1984). Yersinien lassen sich Ublicherweise auf Blutagar
bei einer ldealtemperatur von 28 °C bis 30 °C kultivieren. Die Gattung Yersinia ist
taxonomisch der Familie Yersiniacae, Ordnung Enterobacterales, zugeordnet. Derzeit sind 26
valide beschriebene Arten innerhalb der Gattung Yersinia bekannt. Zu den human- und/oder
tierpathogenen Arten zahlen Yersinia (Y.) pestis, Y. pseudotuberculosis, Y. enterocolitica und

Y. ruckeri. Die Ubrigen Arten sind vorwiegend in der Umwelt anzutreffen (Adeolu et al. 2016).

Die Yersiniose, hervorgerufen durch Yersinia enterocolitica, ist die am dritthaufigsten
gemeldete Zoonose des Menschen in der EU. Haufig tritt die Ubertragung auf den Menschen
uber den Konsum von rohem oder nicht ausreichend erhitztem Schweinefleisch oder von
Rohmilchprodukten auf (Fredriksson-Ahomaa et al. 2001). Im Jahr 2021 wurden in Osterreich
178 Yersinien-Isolate von erkrankten Menschen an die nationale Referenzzentrale zur
weiteren Untersuchung eingesandt, wovon 101 als Y. enterocolitica identifiziert werden

konnten (Jahresbericht 2021 der nationalen Referenzzentrale fir Yersinien).


https://agro.icm.edu.pl/agro/contributor/e862bb15ce5e528fc19482b44ca220b4

Die Haupterregerreservoire von Yersinien sind Schweine, Nager, Wildvégel und in selteneren
Fallen auch Milchkiihe und Haustiere (Bottone 1999, Fredriksson-Ahomaa et al. 2006). Die
Ansteckung von Haustieren wie Hund und Katze geschieht meist Uiber Futter (vor allem bei
Rohfleischfltterung) wie auch in seltenen Fallen Uber kontaminiertes Wasser oder bei Tier-zu-
Tier-Kontakten (Fredriksson-Ahomaa et al. 2006, Fantasia et al. 1985). Yersinia
enterocolitica-Infektionen verlaufen bei Hunden und Katzen meist asymptomatisch, es konnen
jedoch auch Symptome wie erhdhte Kotabsatzfrequenz oder Durchfall bis hin zu Kolitis
auftreten (Stamm et al. 2013). Studien im europaischen Raum konnten in Kotproben eine
hdhere Pravalenz von Y. enterocolitica bei Hunden (4,6 % bis 5 %) als bei Katzen (0,3 % bis
3 %) feststellen. Aulderdem waren Jungtiere haufiger betroffen als Adulte (Stamm et al. 2013,
Bucher et al. 2008).

Aufgrund der meist geringen Keimzahlen in den Proben und des gegenuber der Begleitflora
langsameren Wachstums, erweist sich der Nachweis von Y. enterocolitica oft als schwierig.
Zur kulturellen Anreicherung von Yersinien wird gelegentlich ihre Fahigkeit, auch bei niedrigen
Temperaturen (4°C) zu wachsen, ausgenutzt. Ein groRBer Nachteil dieses
Kalteanreicherungsverfahrens ist die lange Inkubationszeit von bis zu 3 Wochen
(Fredriksson-Ahomaa et al. 2003). Zur selektive Flissiganreicherung von Yersinien kénnen
semi-selektive Kulturmedien, wie zum Beispiel die von Wauters et al. (1988) entwickelte
Irgasan-Ticarcillin-Kaliumchlorat-Bouillon (ITC) eingesetzt werden. Nach 2-5-tagiger
Voranreicherung bei 24 °C werden die Kulturen schlief3lich auf Selektivnahrbdéden tUberimpft.
Vor dem Uberimpfen auf Agarplatten kann eine Alkalibehandlung mit einer 0,5%igen
Kaliumhydroxid-Lésung durchgefuhrt werden, da Yersinien eine deutlich hdhere Alkalitoleranz
aufweisen als andere Bakterien (Aulisio et al. 1980). In der kulturellen Routinediagnostik
werden bevorzugt die zu untersuchenden Proben direkt auf Selektivnahrbdden wie dem
Cefsulodin-Irgasan-Novobiocin-Agar (CIN-Agar) von Schiemann (1979) ausgestrichen. Das
typische Erscheinungsbild von Y. enterocolitica auf CIN-Agar sind Kolonien, welche an
»-Kuhaugen* erinnern. Durch den Abbau von Mannit kommt es im Beisein von Neutralrot zur
Bildung von Kolonien mit dunkelrotem Zentrum und einer farblosen Randzone (Schiemann
1979). Die endgultige Identifizierung erfolgt durch den Einsatz biochemischer Verfahren oder
mittels MALDI-TOF. Weiters besteht auch bei den Yersinien die Moglichkeit des
molekularbiologischen Nachweises mittels speziesspezifischer PCR-Verfahren (Robert-Koch-
Institut 2019).



2.4 Salmonella enterica

Salmonellen sind gramnegative, meist bewegliche Stabchenbakterien mit einer Grofle von
ca. 0,7-1,5 x 2,0-5,0 uym. Sie sind fakultativ anaerob und ihre Wachstumstemperatur liegt bei
ca. +10 bis +47 °C, die |dealtemperatur liegt jedoch bei 37 °C (Marks et al. 2011). Salmonellen
gehoéren zur Familie Enterobacteriaceae, Ordnung Enterobacterales. Mithilfe des Kauffmann-
White-Schemas kénnen Salmonellen in Gber 2600 Serovare klassifiziert werden. Die Gattung
Salmonella besteht aus zwei Arten: Salmonella (S.) enterica und S. bongori. Aufgrund
biochemischer Charakteristika Iasst sich die Art S. enterica in sechs Unterarten unterteilen: S.
enterica ssp. enterica, S. enterica ssp. salamae, S. enterica ssp. arizonae, S. enterica ssp.
diarizonae, S. enterica ssp. houtenae und S. enterica ssp. indica (Marks et al. 2011).
Salmonellen lassen sich auch in wirtsadaptierte und nicht-wirtsadaptierte Serovare einteilen.
Zu den wirtsadaptierten Salmonellen-Serovaren zahlen S. Dublin beim Rind, S. Abortusovis
beim Schaf, S. Choleraesuis beim Schwein, S. Gallinarum beim Huhn und S. Abortusequi beim
Pferd (Hollinger et al. 2000). Salmonella Typhi und S. Paratyphi sind an den Menschen
adaptiert. Zu den bedeutsamsten nicht-wirtsadaptierte Salmonellen zahlen S. Typhimurium
und S. Enteritidis.

Allein im Jahr 2020 wurden in Osterreich 721 bestatigte Falle von Salmonellen-Erkrankungen
beim Menschen in das epidemiologische Meldesystem (EMS) eingetragen. Damit stellen sich
Salmonellen nach Campylobacter als die zweithaufigsten Erreger meist lebensmittelbedingter
bakterieller Darmerkrankungen beim Menschen in Osterreich dar. Tierische Lebensmittel wie
zum Beispiel Eier, Eiprodukte, Gefligelfleisch und Milcherzeugnisse gehdéren zu den
bedeutendsten Infektionsquellen (AGES-Jahresbericht 2020; Bundesministerium fir Soziales,

Gesundheit, Pflege und Konsumentenschutz).

Hunde und Katzen scheinen im Vergleich zu Gefligel, Schwein und pflanzenfressenden
Nutztieren eine héhere Resistenz gegenuber Salmonellen zu haben. Haufig handelt es sich
hierbei um symptomlose latente Infektionen, nur gelegentlich treten bei geschwachten, alten
oder jungen Tieren Symptome wie Fieber, Erbrechen oder Durchfall auf (Bundesministerium
fur Gesundheit 2012). Die Ansteckung von Hund und Katze erfolgt hauptsachlich durch das
Verfluttern von Salmonellen-belastetem Fleisch und Schlachtabfallen, aber auch eine Tier-zu-
Tier-Ubertragung ist méglich (Joffe et al. 2002). Hunde, die mit herkémmlichem Hundefutter
gefuttert werden, weisen eine signifikant niedrigere Erregerpravalenz auf als Tiere, die
hauptsachlich mit Rohfleisch gefuttert werden (Joffe et al. 2002, Cantor et al. 1997). In Studien



ergab sich eine Pravalenz bei Hunden von 1,2 % bis 8,3 %, bei Katzen lag sie bei 1,77 % bis
1,92 % (Wei et al. 2020, Leahy et al. 2016, Cave et al. 2002, Weber et al. 1995). Demnach

war die Pravalenz bei den untersuchten Hunden hoher als die bei Katzen.

Far den kulturellen Nachweis von Salmonellen werden meist Voranreicherungsverfahren und
die Kultivierung auf und in semi-selektiven und selektiven Nahrboden und Flussigmedien
angewandt. Die nicht selektive Voranreicherung hilft dabei, sub-letal geschadigte Salmonellen
zu reaktivieren und zu stabilisieren. Hierfir wird vorwiegend gepuffertes Pepton-Wasser
verwendet (D’aoust 1981). Bei der anschlieRenden Selektivanreicherung werden Begleitkeime
in ihrem Wachstum durch den Einsatz von Farbstoffen und Antibiotika gehemmt. Zu den
geeigneten Selektivanreicherungsmedien zahlt der MSRV (Modified Semisolid Rappaport-
Vassiliadis) Nahrboden. Nach Uberimpfen auf MSRV-Agar bilden bewegliche Salmonellen im
Gegensatz zu anderen beweglichen Bakterien eine deutliche Schwarmzone aus. Von dieser
Zone konnen dann Proben flr die weitere Untersuchung entnommen werden. Weitere flissige
Anreicherungsmedien sind beispielsweise die Tetrathionat-Bouillon und die Selenit-Bouillon
(Bager und Petersen 1991). Im Anschluss an die Anreicherung erfolgt die Kultivierung auf
Selektiv-Nahrboden, wie zum Beispiel dem XLD (Xylose-Lysin-Desoxycholat) Agar.
Salmonellen stellen sich auf XLD-Agar fur gewohnlich als blassrosa bis farblose Kolonien mit
schwarzen Zentren auf rot gefarbten Agar dar. Die Agar-Rotverfarbung beruht dabei auf
Alkalisierung des Nahrbodens infolge des Abbaus von Lysin durch Lysin-Decarboxylase. Der
durch Salmonellen produzierte Schwefelwasserstoff wird durch die Agar-Komponenten
Natriumthiosulfat und Ammoniumeisen (lll)-Citrat in Form von schwarzen Koloniezentren
visualisiert. Des Weiteren dient Natrium-Desoxycholat der Hemmung von grampositiven
Bakterien (Altaf Hussain et al. 2020, Taylor 1965). Ein weiterer geeigneter Nahrboden ist
aullerdem der Rambach-Agar, auf dem sich die Salmonellen-Kolonien durch den Abbau von
Propylenglykol und der daraus resultierenden Saurebildung rot farben (Rambach 1990). Nach
der Kultivierung auf Selektivhahrbéden werden die prasumtiven Salmonellenkolonien mithilfe
biochemischer Verfahren oder mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie artdiagnostisch
verifiziert. Die als Salmonellen identifizierten Isolate werden im Anschluss mithilfe der

Serotypisierung in Serovare klassifiziert.



3.1

Material und Methodik

Probenentnahme

Die Probenentnahme wurde in allen vier Tierheimen von dem dort arbeitenden Personal
durchgefuhrt. Vorbereitend dafir wurden jedem Tierheim Probensammel-Kits zugesendet,
bestehend aus Kotprobenrohrchen und Permanent-Marker-Stiften. Die Probensammlung
erfolgte am Morgen des geplanten Abholtages. Die Kotproben der Hunde wurden beim ersten
Auslauf gesammelt, die der Katzen beim Reinigen des jeweiligen Katzenklos. Bei den Tieren,
die in Gruppen gehalten wurden und eine Zuordnung zum Einzeltier somit nicht méglich war,
wurde eine Sammelprobe enthommen. Pro Probe wurden ca. 5-15 g Kot eingesammelt.

Die vom Personal beschrifteten Probenréhrchen wurden dann unter Zuhilfenahme der
Datenbank des jeweiligen Tierheims den Tieren zugeordnet. Tierart, Geschlecht, Alter,
Herkunft, Rasse, Haltungsart, Vorerkrankungen, Vorbehandlungen des jeweiligen beprobten
Tieres bzw. Tiergruppe wurden erfasst. Tiere, welche innerhalb von zehn Tagen vor
Probenentnahme eine antibiotische Therapie erhalten haben, wurden vom Projekt
ausgeschlossen.

Insgesamt wurden 202 Kotproben gesammelt, davon 131 Katzenproben und 71 Hundeproben.
Aufgrund der Gruppenhaltung in den Tierheimen setzen sich diese 202 Proben aus 106
Gruppenproben und 96 Einzelproben zusammen, welche von insgesamt 280 Tieren (202
Katzen und 78 Hunden) stammten. Sieben Hundekotproben wurden erst einen Monat spater
gesammelt und direkt zum Institut fir Mikrobiologie der Veterinarmedizinischen Universitat
Wien transportiert. Alle anderen Proben wurden am selben Tag der Entnahme zum ILV in

Klagenfurt zur kulturellen Anreicherung verbracht und bis zur Verarbeitung bei 7 °C gelagert.

Tabelle 1: Verteilung der untersuchten Proben nach Tierheim, Tierart und Haltung

Tierheim EP | GP EP GP GP EP Proben Proben Proben
HD | HD | KTZ | KTZ Ges. | Ges. | HD Ges. KTZ Ges. Ges.
TIKO 27 2 42 21 23 69 29 63 92
Wolfsberg | 12 2 7 5 7 19 14 12 26
Garten | , | ., | 3 33 47 | 3 14 36 50
Eden
Villach 0 14 5 15 29 5 14 20 34
Gesamt 39 | 32 57 74 106 96 71 131 202

EP Einzelproben, GP Sammelproben aus Tiergruppen



Tabelle 2: Probendaten Katzen
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Tierheim | Probennr. | Gruppe Rasse m/w Alter Haltung
Tiko 30 - EKH m 5 Mo. EH
Tiko 31 - EKH w 10 J. EH
Tiko 32 - Karthduser | w 9 Mo. EH
Tiko 33 AKO1 EKH w 5 Mo. GH
Tiko 33 AKO1 EKH m 5 Mo. GH
Tiko 34 AKO02 EKH m 4 Mo. GH
Tiko 35 - EKH mk 1J. EH
Tiko 36 AKO3 EKH wk 1J. GH
Tiko 36 AKO3 EKH mk 1J. GH
Tiko 37 - EKH m - EH
Tiko 38 - EKH m - EH
Tiko 39 AKO4 EKH m - GH
Tiko 39 AKO4 EKH m - GH
Tiko 40 AKO05 EKH - - GH
Tiko 40 AKO05 EKH - - GH
Tiko 41 AKO6 EKH - - GH
Tiko 41 AKO06 EKH - - GH
Tiko 41 AKO06 EKH - - GH
Tiko 42 - EKH m 6 Mo. EH
Tiko 43 AKO7 EKH m - GH
Tiko 43 AKO7 EKH m - GH
Tiko 44 AKO08 EKH w - GH
Tiko 44 AKO08 EKH w - GH
Tiko 45 - unbekannt | w - EH
Tiko 46 - unbekannt | w - EH
Tiko 47 AKO09 EKH w - GH
Tiko 47 AKO09 EKH m - GH
Tiko 48 AK10 Sphynx m 6 Mo. GH
Tiko 48 AK10 Sphynx m 6 Mo. GH
Tiko 49 AK11 EKH w 4 Mo. GH
Tiko 49 AK11 EKH m 1J. GH
Tiko 50 AK12 EKH - - GH
Tiko 50 AK12 EKH - - GH
Tiko 50 AK12 EKH - - GH
Tiko 51 AK13 EKH m 6 Mo. GH
Tiko 51 AK13 EKH m 6 Mo. GH
Tiko 52 AK14 EKH w - GH
Tiko 52 AK14 EKH - - GH
Tiko 52 AK14 EKH - - GH
Tiko 53 - EKH w - EH
Tiko 54 - EKH m - EH
Tiko 55 - EKH m - EH
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Tierheim | Probennr. | Gruppe Rasse m/w Alter Haltung
Tiko 56 - EKH m - EH
Tiko 57 AK15 EKH m 3 Mo. GH
Tiko 57 AK15 EKH m 3 Mo. GH
Tiko 57 AK15 EKH w 3 Mo. GH
Tiko 57 AK15 EKH w 3 Mo. GH
Tiko 57 AK15 EKH w 3 Mo. GH
Tiko 58 - EKH m - EH
Tiko 59 - EKH w - EH
Tiko 60 - EKH m - EH
Tiko 61 - EKH m - EH
Tiko 62 - EKH w - EH
Tiko 63 AK16 EKH w - GH
Tiko 63 AK16 EKH - - GH
Tiko 63 AK16 EKH - - GH
Tiko 63 AK16 EKH - - GH
Tiko 63 AK16 EKH - - GH
Tiko 64 - EKH - - EH
Tiko 65 AK17 EKH w - GH
Tiko 65 AK17 EKH - - GH
Tiko 66 - Perser w - EH
Tiko 67 - EKH - 13 J. EH
Tiko 68 - EKH w 5 Mo. EH
Tiko 69 - EKH - 2J. EH
Tiko 70 - EKH - - EH
Tiko 71 - EKH - - EH
Tiko 72 - EKH - - EH
Tiko 73 - EKH - - EH
Tiko 74 AK18 EKH w - GH
Tiko 74 AK18 EKH - - GH
Tiko 74 AK18 EKH - - GH
Tiko 74 AK18 EKH - - GH
Tiko 75 - EKH - - EH
Tiko 76 - EKH - - EH
Tiko 77 - EKH - - EH
Tiko 78 - EKH - - EH
Tiko 79 - EKH w 5 Mo. EH
Tiko 80 - EKH - - EH
Tiko 81 AK19 EKH w 4J. GH
Tiko 81 AK19 EKH - - GH
Tiko 81 AK19 EKH - - GH
Tiko 81 AK19 EKH - - GH
Tiko 81 AK19 EKH - - GH
Tiko 81 AK19 EKH - - GH
Tiko 82 - EKH m 3 Mo. EH
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Tierheim | Probennr. | Gruppe Rasse m/w Alter Haltung
Tiko 83 AK20 EKH w 9 Mo. GH
Tiko 83 AK20 EKH - 1 Wo. GH
Tiko 83 AK20 EKH - 1 Wo. GH
Tiko 83 AK20 EKH - 1 Wo. GH
Tiko 83 AK20 EKH - 1 Wo. GH
Tiko 83 AK20 EKH - 1 Wo. GH
Tiko 83 AK20 EKH - 1 Wo. GH
Tiko 83 AK20 EKH - 1 Wo. GH
Tiko 83 AK20 EKH - 1 Wo. GH
Tiko 84 - EKH m 6 Mo. EH
Tiko 85 - EKH m 2J. EH
Tiko 86 - EKH w 4 Mo. EH
Tiko 87 - EKH - - EH
Tiko 88 AK21 EKH m 4 Mo. GH
Tiko 88 AK21 EKH - - GH
Tiko 89 - EKH w 6 Mo. EH
Tiko 90 - - - - -
Tiko 91 - EKH m 3 Mo. EH

Wolfsberg 92 - EKH - 9 Mo. EH
Wolfsberg 93 BKO1 EKH w - GH
Wolfsberg 93 BKO1 EKH m 2 Mo. GH
Wolfsberg 93 BKO1 EKH m 2 Mo. GH
Wolfsberg 94 BKO02 EKH m 4 Mo. GH
Wolfsberg 94 BKO02 EKH w 4 Mo. GH
Wolfsberg 94 BKO02 EKH w 3 Mo. GH
Wolfsberg 94 BKO02 EKH m 4 Mo. GH
Wolfsberg 94 BKO02 EKH w 4 Mo. GH
Wolfsberg 94 BKO02 EKH wk - GH
Wolfsberg 95 - EKH m - EH
Wolfsberg 96 - EKH mk - EH
Wolfsberg 97 - EKH w 4 Wo. EH
Wolfsberg 98 - EKH m 10 Wo. EH
Wolfsberg 929 - EKH wk 2J. EH
Wolfsberg 100 - EKH wk 2J. EH
Wolfsberg 101 - EKH m 10 Wo. EH
Wolfsberg 102 BKO03 EKH w 3 Mo. GH
Wolfsberg 102 BKO03 EKH wk 3J. GH
Wolfsberg 102 BKO03 EKH mk 9J. GH
Wolfsberg 102 BKO03 EKH wk 8 J. GH
Wolfsberg 102 BKO3 EKH wk 8 J. GH
Wolfsberg 102 BKO03 EKH wk 13 J. GH
Wolfsberg 102 BKO03 EKH wk - GH
Wolfsberg 103 BK04 EKH mk 8 J. GH
Wolfsberg 103 BKO04 EKH mk 9J. GH
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Tierheim | Probennr. | Gruppe Rasse m/w Alter Haltung
Wolfsberg 103 BK04 EKH mk 3J. GH
Wolfsberg 103 BKO04 EKH wk 8 J. GH
Wolfsberg 103 BK04 EKH mk 3J. GH
Wolfsberg 103 BKO04 EKH wk 5J. GH
Wolfsberg 103 BKO04 EKH wk 8 J. GH
Wolfsberg 103 BKO04 EKH wk 6 J. GH
Wolfsberg 103 BK04 EKH mk 5J. GH
Wolfsberg 103 BKO04 EKH wk 5J. GH
Wolfsberg 104 BKO05 EKH m 3 Mo. GH
Wolfsberg 104 BKO05 EKH w 3 Mo. GH
Wolfsberg 104 BKOS EKH w 4 Mo. GH

Eden 104 BKO05 EKH wk 2J. GH
Eden 112 CKO1 EKH mk - GH
Eden 113 CKO1 EKH wk - GH
Eden 114 CKO1 EKH - - GH
Eden 115 CKO02 EKH w . GH
Eden 116 CKO03 EKH m 4 Mo. GH
Eden 117 CKO03 EKH - 5 Mo. GH
Eden 118 CKO04 EKH w - GH
Eden 118 CKO04 EKH m - GH
Eden 119 - - - - EH
Eden 120 - EKH mk - EH
Eden 121 CKO05 EKH m 5 Mo. GH
Eden 122 CKO05 EKH w - GH
Eden 123 CKO1 EKH mk - GH
Eden 124 CKO1 EKH wk - GH
Eden 125 CKO1 EKH mk - GH
Eden 126 - EKH wk - EH
Eden 127 CKO06 EKH mk - GH
Eden 128 CKO07 EKH mk - GH
Eden 129 CKO07 EKH mk - GH
Eden 136 CKO08 EKH mk 16J. GH
Eden 137 CKO08 EKH wk - GH
Eden 138 CKO09 EKH wk 11J GH
Eden 139 CKO09 EKH mk - GH
Eden 140 CK10 EKH wk 34J. GH
Eden 141 CK10 EKH mk 2J. GH
Eden 142 CK11 EKH wk 6J. GH
Eden 143 CK11 EKH mk 6J. GH
Eden 144 CK12 EKH wk 4 J. GH
Eden 145 CK12 EKH mk - GH
Eden 146 CK13 EKH wk 34J. GH
Eden 147 CK13 EKH mk 54, GH
Eden 148 CK14 EKH mk 2J. GH
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Tierheim | Probennr. | Gruppe Rasse m/w Alter Haltung
Eden 149 CK14 EKH wk 5J. GH
Eden 150 CK15 EKH mk 2J. GH
Eden 151 CK16 EKH wk 13 J. GH
Eden 151 CK16 EKH wk 13 J. GH
Eden 152 CK17 EKH m/w Welpe GH
Eden 153 CK18 EKH wk - GH
Eden 153 CK18 EKH - Welpe GH
Eden 153 CK18 EKH - Welpe GH

Villach 153 CK18 EKH - Welpe GH

Villach 175 - EKH - 2 Mo. EH

Villach 176 - EKH - 6 Mo. EH

Villach 177 - EKH w 10 Wo. EH

Villach 178 DKO1 EKH - - GH

Villach 179 DKO02 EKH - - GH

Villach 180 DKO03 EKH - - GH

Villach 181 DK04 EKH - - GH

Villach 182 DKO05 EKH - - GH

Villach 183 DKO06 EKH - - GH

Villach 184 DKO07 EKH - - GH

Villach 185 DKO08 EKH - - GH

Villach 186 DKO09 EKH - - GH

Villach 187 - EKH - - EH

Villach 188 DK10 EKH - - GH

Villach 189 DK11 EKH - - GH

Villach 190 DK12 EKH - - GH

Villach 191 - EKH - - EH

Villach 192 DK13 EKH - - GH

Villach 193 DK14 EKH - - GH

Villach 194 DK15 EKH - - GH

KTZ Katze, m mannlich, w weiblich, mk mannlich-kastriert, wk weiblich-kastriert, J. Jahre, Mo. Monate, Wo. Wochen, EH
Einzelhaltung, GH Gruppenhaltung, EKH Européische Kurzhaar Katze, Ak/BK/CK/DK Tierheimeigene Gruppenkennung

Tabelle 3: Probendaten Hunde

Tierheim | Probennr. | Gruppe Rasse m/w | Alter Haltung
Tiko 1 - Australien Shepherd | m 8 J. EH
Tiko 2 - Bracken Mix m 8 J. EH
Tiko 3 - Karabas mk 10 EH
Tiko 4 - Terrier Mix m - EH
Tiko 5 - Terrier Mix w 8 J. EH
Tiko 6 - Shiba Inu m | 8 Mo. EH
Tiko 7 - Bracken Mix m 3J. EH
Tiko 8 - Engl. Bulldogge mk | 6J. EH
Tiko 9 - Border Collie Mix. m 4 J. EH
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Tierheim | Probennr. | Gruppe Rasse m/w | Alter Haltung
Tiko 10 - Dt. Schafer w 12 J. EH
Tiko 1 - Cane Corso mk | 3J. EH
Tiko 12 AHO1 Mischling w | 21J. GH
Tiko 12 AHO1 Mischling w 5J. GH
Tiko 13 - Appenzeller m 1J. EH
Tiko 14 AHO02 Mischling m 1J. GH
Tiko 14 AHO2 Mischling mk | 6J. GH
Tiko 15 - Marxdorfer m 3J. EH
Tiko 16 - Husky m 1J. EH
Tiko 17 - Mischling m | 21J. EH
Tiko 18 - American Stafford - 10 J. EH
Tiko 19 - Dackel mk | 8J. EH
Tiko 20 - Rottweiler mk | 11 J. EH
Tiko 21 - American Stafford mk | 11J. EH
Tiko 22 - American Stafford wk | 10 J. EH
Tiko 23 - Cane Corso m 5J. EH
Tiko 24 - American Stafford w 3J. EH
Tiko 25 - Mischling w 3J. EH
Tiko 26 - Wolfshund m 13 J. EH
Tiko 27 - Mischling w | 21J. EH
Tiko 28 - American Stafford mk | 10 J. EH
Tiko 29 - Labrador m 12 J. EH

Wolfsberg 105 - Pudel w - EH
Wolfsberg 106 - Golden Retriever mk | 5,5 J. EH
Wolfsberg 107 - Mischling w | 354 EH
Wolfsberg 108 - DSH m 10 J. EH
Wolfsberg 109 - Appenzeller w 3J. EH
Wolfsberg 110 - Mischling mk | 6,5 J. EH
Wolfsberg 111 - Husky wk | 11 J. EH
Eden 130 CHO1 Mischling wk - GH
Eden 131 CHO1 Schafer-Mix mk | 4J. GH
Eden 131 CHO1 Mischling mk | 4J. GH
Eden 132 CHO1 Mischling mk - GH
Eden 133 CHO1 Mischling mk | 11 J. GH
Eden 134 CHO1 - - - -
Eden 135 CHO1 Mischling mk | 5J. GH
Eden 135 CHO1 Mischling wk - GH
Eden 154 CHO1 Mischling wk | adult GH
Eden 155 CHO1 Mischling mk | 10 J. GH
Eden 156 CHO1 Mischling wk | 4J. GH
Eden 156 CHO1 Mischling mk | 4J. GH
Eden 157 CHO1 Border Collie Mix mk | 5J. GH
Eden 158 CHO1 American wk 2J. GH
Eden 159 CHO1 Mischling mk | 6J. GH
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Tierheim | Probennr. | Gruppe Rasse m/w | Alter Haltung
Eden 159 CHO1 Mischling mk - GH
Eden 159 CHO1 Mischling wk | 6J. GH
Eden 160 CHO1 Mischling mk - GH
Eden 161 CHO1 Mischling mk - GH

Villach 162 - Mischling mk | 2J. GH
Villach 163 - Appenzeller mk | 2J. GH
Villach 164 - Shar Pei mk 10 GH
Villach 165 - Mischling wk | 4J. GH
Villach 166 - Rottweiler mk | 4,5J. GH
Villach 167 - Mischling mk | 10 J. GH
Villach 168 - Labrador mk | 9J. GH
Villach 169 - Mischling mk | 2J. GH
Villach 170 - DSH mk | 4J. GH
Villach 171 - Mischling wk | 4,56J. GH
Villach 172 - Schafer mk | 10 J. GH
Villach 173 - Labrador wk 9J. GH
Villach 174 - Mischling mk | 9J. GH
Villach 195 - Mischling m 1J. GH
Wolfsberg 196 - Mischling w 6J. EH
Wolfsberg 197 - Boston Terrier wk | 3,5J. GH
Wolfsberg 198 - Schafer Mix wk | 12 J. GH
Wolfsberg 199 - Mischling mk | 6J. EH
Wolfsberg 200 - Mischling m 5J. EH
Wolfsberg 201 - Mischling mk | 11 J. EH
Wolfsberg 202 - Dackel Mix mk | 5J. EH

HD Hund, m mannlich, w weiblich, mk mannlich-kastriert, wk weiblich-kastriert, J Jahre, Mo Monate, GH Gruppenhaltung, EH
Einzelhaltung, DSH Deutscher Schaferhund, AH/CH Tierheimeigene Gruppenkennung
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Kultivierung
Die kulturelle Anreicherung wurde innerhalb von 48 Stunden nach Probenentnahme

durchgeflihrt. Folgende Materialien wurden dafir verwendet:

Sterile Holztupfer (Goodwood Medical Care Ltd., Jinzhou, China)
Tupfer mit Amies-Medium (APTACA S.p.A., Canelli AT, Italien)
Tupfer mit Amies-Medium, mit Kohle (APTACA S.p.A., Canelli AT, Italien)

Kultivierung von E. colr
MacConkey-Agar (BD, Wien, Osterreich)

Kultivierung von Campylobacter jejuni:
CCD-Agar (BD, Wien, Osterreich)
Campy-Gas-Pak (BD, Wien, Osterreich)

Anaerobiertopf

Kultivierung von Yersinia enterocolitica:
CIN-Agar (BD, Wien, Osterreich)

Kultivierung von Salmonella enterica:

Gepuffertes Peptonwasser (VWR Chemicals, Radnor, USA)
Selenit-Anreicherungsbouillon nach LEIFSON (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Rappaport-Vassiliadis Boullion (Oxoid, Wesel, Deutschland)

MRSV-Agar (Biokar Diagnostics, Alonne, Frankreich)

XLD-Agar (BD, Wien, Osterreich)

Rambach-Agar (BD, Wien, Osterreich)

Im ersten Schritt wurde ein Steriltupfer mehrmals in die jeweilige Kotprobe eingetaucht und
dieser dann auf MacConkey-, CCD- und CIN-Nahrmedium ausgestrichen. Zwischen jedem
Ausstrich wurde der Tupfer um eine Viertel-Drehung gedreht und am Ende in das Reagenzglas
mit gepuffertem Peptonwasser uberfihrt. Danach wurden mittels Metalldse bei allen
Nahrmedien ein Verdunnungsausstrich angefertigt. Alle verwendeten Nahrmedien wurden als

fertige Medien gekauft und ohne Zugabe von Zusatzen verwendet.
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Escherichia coli

Die MacConkey-Agarplatten wurden aerob bei 36 °C flir 24 h inkubiert. Nach Bebritung wurde
das bakterielle Wachstum hinsichtlich koloniemorphologischer Unterschiede beurteilt. Jede
morphologisch unterschiedliche Kolonie wurde auf MacConkey-Agarplatten subkultiviert und
erneut aerob bei 36 °C fur 24 h inkubiert. Die Subkulturen wurden dann erneut morphologisch
beurteilt und der vorherige Schritt so lange wiederholt, bis Reinkulturen von jedem

Koloniemorphotyp gewonnen werden konnten.

Campylobacter jejuni

Die CCD-Agarplatten wurden unmittelbar nach Anfertigen des Verdinnungsausstriches in
einen Anaerobiertopf mit Campy-Gas-Pak unter mikroaerophilen Bedingungen bei 42 °C fur
48 h inkubiert und anschlieBend morphologisch beurteilt. Danach wurden morphologisch
verdachtige Kolonien auf CCD-Platten subkultiviert und bei 42 °C 48 h inkubiert.

Yersinia enterocolitica

Die CIN-Agarplatten wurden aerob bei 28 °C fir 48 h inkubiert und anschlieliend
morphologisch beurteilt. Morphologisch verdachtigen Kolonien wurden subkultiviert und erneut
aerob bei 28 °C fur 24 h inkubiert. Dies wurde wiederholt durchgefihrt, bis Reinkulturen
vorlagen, welche den erregertypischen bullaugenférmigen 1-2 mm grof3en Kolonien mit rotem

Zentrum entsprachen.

Salmonella enterica

Nach Zugabe des Tupfers in das Peptonwasser wurde dieses aerob bei 36 °C fir 24 h
inkubiert. AnschlieBend wurden jeweils drei Tropfen des inkubierten Peptonwassers auf
MRSV-Agarplatten pipettiert und diese aerob bei 42 °C fir 24 h inkubiert. Nach Bebritung
wurden die Agarplatten auf Ausbildung einer sichtbaren Schwarmzone im Bereich um die
aufgetropften Stellen untersucht. Bei Ausbildung einer verdachtigen Schwarmzone wurde aus
dem Randbereich mittels Einstechens einer Metallose Material gewonnen, welches jeweils auf
einer Rambach- und XLD-Agarplatte ausgestrichen wurde. Die Selektivnahrbéden wurden
dann aerob bei 36 °C flr 24 h inkubiert und anschlieBend morphologisch beurteilt.

Aufgrund ausbleibender kultureller Nachweise von Salmonellen am ILV, wurden alle 202
Proben in Wien, mittels des Standartverfahrens des Instituts fur Mikrobiologie der

Veterinarmedizinischen Universitat Wien, erneut kultiviert.
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Die bei -80 °C eingefrorenen Tupferproben wurden aufgetaut, durchmischt und 100 pl der
Probe in Reagenzglaser mit gepuffertem Peptonwasser berfiihrt, welche aerob bei 36 °C flr
24 h inkubiert wurden. Fir die sieben Kotproben aus Wolfsberg wurde ein frischer Kottupfer in
das gepufferte Peptonwasser verbracht. Nach Bebritung wurden jeweils 100 ul des
Peptonwassers, nach mehrmaligem Durchmischen, in Selenit- und Rappaport-Vassiliadis-
Boullion pipettiert, welche aerob bei 42 °C flr 24 h inkubiert wurden. Nach der Inkubation
wurde in jedes Nahmedium ein steriler Holztupfer eingebracht und kurz verrihrt. Anschliel3end
wurden beide Tupfer gemeinsam auf einer XLD-Agarplatte ausgestrichen und ein
Verdinnungsausstrich mittels Metallése angefertigt. Diese Kulturansatze wurden aerob bei
36 °C fur 24 h inkubiert und das Koloniewachstum nach Inkubation morphologisch beurteilt.
Da die ersten 195 Kotproben zu diesem Zeitpunkt nicht mehr verfligbar waren, wurden fir
diesen Prozess die zu dem Zeitpunkt eingefrorenen Tupferproben der Grundausstriche auf
MacConkey-Nahrmedien benutzt. Von den sieben nachgelieferten Kotproben aus dem

Tierheim Wolfsberg konnte ein frischer Kottupfer fiir die Kultivierung verwendet werden.

Transport der Bakterienkulturen

Fur den Transport der Bakterienkulturen nach Wien wurden von allen Grundausstrichen der
MacConkey-Agarplatten und von allen Subkulturen Tupferproben genommen. Hierfir wurden
Tupfer mit Amies-Transportmedium verwendet. Aufgrund der Empfindlichkeit von C. jejuni
gegenuber Umwelteinflissen und um die Rickgewinnungsrate bei erneutem Kultivieren zu
erhdhen, wurden fir den Transport aller C. jejuni Subkulturen Tupfer mit Amies-Medium und
Kohle-Zusatz verwendet.

Die Tupfer wurden dafir mehrmals durch die auf den Agar-Medien gewachsenen
Bakterienkolonien gestrichen und anschlieRend bei 7 °C gelagert. Alle Tupferproben wurden
nach dem Transport nach Wien erneut auf die jeweiligen Nahrmedien ausgestrichen und bei

entsprechenden Inkubationsbedingungen kultiviert.

Identifizierung der Bakterienisolate mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie

Um die gewonnenen Bakterienisolate zu identifizieren wurde die MALDI-TOF
Massenspektrometrie durchgefuhrt. Mit einem sterilen Zahnstocher wurde eine geringe Menge
Koloniematerial der Reinkulturen auf eine MALDI-Tragerplatte aufgetragen und mit 1 pl
70%iger Ameisenséaure (Sigma Aldrich, Wien, Osterreich) tiberschichtet. Nach Lufttrocknung
wurden je 1 pl a-Cyano-4-Hydroxyzimtsdure-Matrixldsung (Bruker Daltonics, Bremen,

Deutschland) auf jedes benutzte Feld aufgetragen und erneut luftgetrocknet. Pro Probe
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wurden jeweils zwei Felder benutzt, auf welche Material zweier morphologisch gleicher
Einzelkolonien aufgetragen wurde. Im Anschluss folgte die massenspektrometrische Analyse
mit dem Microflex LT Biotyper (Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland) unter Anwendung des
FlexControl 3.4 und MBT Compass Explorer 4.1 Software-Systems. Letzteres verglich die
dabei generierten Spektren mit der systemeigenen sowie einer institutseigenen
Referenzspektren-Datenbank. Der dabei errechnete Identifikationswert gab Auskunft Gber das
MaR der Ubereinstimmung mit den Spektren der Datenbanken. Bei Werten >2.00 galt die
Artdiagnose als gesichert, bei Werten zwischen 1.70 und 1.99 konnte die Probe auf
Gattungsebene identifiziert werden, bei Werten <1.70 war das Bakterienisolat
massenspektrometrisch nicht identifizierbar. Massenspektrometrisch als Salmonella enterica

identifizierte Isolate wurden zur Serotypisierung an die AGES in Graz versandt.

Konservierung der Bakterienisolate

Um die massenspektrometrisch als E. coli, C. jejuni, Y. enterocolitica oder S. enterica
identifizierten Bakterienisolate zu konservieren, wurde wie folgend beschrieben vorgegangen:
In sterile 1,8 ml Einfrierrdhrchen (Thermo Scientific, Waltham, USA) wurden 650 pl 50%igen
Glycerin (Anstaltsapotheke der VUW, Wien, Osterreich) und 750 pl mit Vitamin K und Hamin
angereichertes Thioglykolat-Medium (BD, Heidelberg, Deutschland) pipettiert. AnschlieRend
wurde reichlich Material des Isolates mittels steriler Einmalése (Sarstedt, Numbrecht,
Deutschland) von der Agarplatte in das Einfrierréhrchen Uberfuhrt und gevortext. Die
Einfrierrdhrchen wurden entsprechend beschriftet und bei -80 °C eingefroren. Alle

Arbeitsschritte wurden unter einer Sterilwerkbank durchgefuhrt.

Molekulargenetische Untersuchung der E.coli Isolate mittels PCR

Zur Gewinnung der DNA aus den eingefrorenen E. coli-Isolaten wurde das GenElute™
Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) verwendet. Zuerst
wurde mittels Metallése Probenmaterial aus den angetauten Kryokulturen entnommen und
dieses auf MacConkey-Agarplatten ausgestrichen und aerob bei 36 °C flr 24 h inkubiert.
Anschlieend wurde mittels Metallése eine Kolonie des Bakterienisolats in ein R6hrchen mit
170 ul Lyse-T-Lésung und 30 pl Proteinase K-Ldsung gegeben, gevortext und bei 55 °C fur
2 h im Thermomixer (Eppendorf AG, Wesseling, Deutschland) inkubiert. Danach wurden
200 pl Lyse C-Losung hinzu pipettiert und bei 70 °C fur 10 min im Thermomixer (Eppendorf
AG, Wesseling, Deutschland) die Bakteriensuspension lysiert. Anschlielend wurden 200 pl
95%iges Ethanol dazu pipettiert und gevortext.
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Fur die Vorbereitung der Filterréhrchen wurde eine Filtereinheit in einem Réhrchen mit 500 pl
Praparationslésung befiillt, bei 12.000 x g fiir 1 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
In die so vorbereitete Filtereinheit wurden anschliel’end 500 ul des Lysats pipettiert und bei
12.000 x g fur 1 min zentrifugiert. Das entstandene Filtrat wurde verworfen. Nun wurden 500 pl
Waschlosung in den Filter pipettiert und bei 12.000 x g fur 1 min zentrifugiert. Im zweiten
Waschvorgang wurden erneut 500 yl Waschlésung hinzu pipettiert und bei 12.000 x g fir
3 min zentrifugiert. Das Filtrat wurde nach jedem Waschvorgang verworfen. Die Probe wurde
anschlieflend bei 14.000 x g fur 1 min zentrifugiert. Danach wurde der Filter in ein neues
Rohrchen dberfuhrt und 200 pl Elutionsldsung hinzu pipettiert. Nach 5-minutiger Inkubation
bei Raumtemperatur wurde die Filtereinheit bei 12.000 fur 1 min zentrifugiert und die DNA so
eluiert. Die so gewonnene DNA wurde bei -80 °C gelagert.

Zur Identifizierung von Shigatoxin-produzierender E. coli (STEC) wurden Genfragmente von
stx1 und stx2 amplifiziert. Untersucht wurde gepoolte DNA von jeweils funf Isolaten, dazu
wurde die zuvor gewonnene DNA aufgetaut und je 5 ul in ein Reaktionsgefal’ pipettiert und
gemischt. Zur Herstellung der PCR-Reaktionsgemische wurde OneTaq* Quick-Load* DNA
Polymerase (New England Biolabs, Ipswich, USA) mit den Primerpaaren und den DNA-
Extrakten (Templates) (Tabelle 3) gemischt und anschliefiend die Amplifikation in einem
Mastercycler (Eppendorf AG, Deutschland) durchgefihrt. Fir die mitgefihrten
Positivkontrollen wurden DNA-Extrakte eines stx7- und stx2-tragenden E. coli-Stammes
eingesetzt, bei den Negativkontrollen wurde statt dem Template ddH-O in den PCR-Ansatz
pipettiert.

Die PCR-Amplifikate wurden im nachsten Schritt mittels Agarose-Gelelektrophorese
aufgetrennt. HierfUr wurde in die erste Geltasche des fertig hergestellten 1,5%igen Agarosegel
4.5 ul eines Molekulargewichtsmarkers (Gene Ruler 100 Base Pair plus DNA ladder, Thermo
Fisher Scientific, Deutschland) und in die weiteren Taschen je 8 pl der jeweiligen PCR-Anséatze
pipettiert. In regelmafligen Abstdnden und hinter der letzten Probe wurde eine weitere
Geltasche mit 4,5 ul des Markers befiillt. Anschlielend wurde das Gel bei einer Spannung von
200-220 V fur ca. 2 h laufen gelassen und danach mit einem Skalpell vom restlichen Gelblock
abgetrennt. Zum Farben kam das Gel anschlief3end fir ca. 20 min in eine Ethidiumbromid-
Lésung (2,5 mg/l, Herstellerangaben). Nach Entfarbung des Gels in einem Wasserbad fir
10 min wurden die Amplifikationsprodukte mithilfe eines Transluminators (Bio-Rad
Laboratories GmbH, Wien, Osterreich) unter Verwendung der Software Quanity One sichtbar

gemacht und dokumentiert.



Tabelle 4: Fir PCR-Amplifikation verwendete Primer

CGATGTTACGGTTTGTTACTG | Milller et
MP4-stx1A-F TGACAGC al. 2007

Stx1-Gen
P4 (AR | AATGCCACGCTTCCCAGAATT | Milller et
G al. 2007

STEC

GTTTTGACCATCTTCGTCTGA | Miller et
Sy | PR TTATTGAG al. 2007
AGCGTAAGGCTTCTGCTGTG | Miiller et
MP3-stx2A-R o A

Tabelle 5: Reaktionsansatz fur Amplifikation der stx1- und stx2-Gensequenzen

OneTaq 10 pl
Primer-Forward 1l
Primer-Reverse 1l

Template 2 ul

ddH:0 ad 25 pl

Tabelle 6: Thermozyklische Bedingungen

Denlantil:ir?Erung e el L
Denaturierung 94 °C 00:30

Annealing 63 °C 00:30 30
Elongation 72 °C 00:30

Finale Elongation 72 °C 05:00 1
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Ergebnisse

Kultivierung

Bei 201 (99,5 %) der insgesamt 202 Kotproben konnten Bakterien auf den verwendeten
Nahrmedien und unter den jeweiligen Inkubationsbedingungen kultiviert werden. Bei 78
(38,61 %) Proben zeigte sich Wachstum auf den XLD/Rambach Nahrmedien, bei 16 (7,92 %)
auf dem CCD-Agar und bei 15 (7,43 %) auf dem CIN-Nahrmedium.

Hunde (Joel Driie)

Von den insgesamt 71 untersuchten Hundekotproben konnte bei sieben Proben einer der vier
untersuchten Zoonoseerreger nachgewiesen werden.

In drei Proben lieRen sich C. jejuni kultivieren und massenspektrometrisch bestatigen. Dabei
lieRen sich zwei Koloniemorphotypen unterscheiden: Einerseits 2-5 mm grof3e, runde, flache,
unregelmalig begrenzte, grau-weillliche mit zentraler Tribung, haftende Kolonien,
andererseits 1-2-mm grol3e, runde, leicht erhabene, glattrandige, weillliche, nicht haftende
Kolonien. Es handelte sich dabei um zwei Gruppenproben aus dem Tierheim Garten Eden und
eine Einzelprobe aus dem Tierheim TIKO Klagenfurt.

In vier Proben wurden S. enterica kultiviert und massenspektrometrisch bestatigt. Diese
stellten sich auf dem XLD-Agar als 1-3 mm grof3e, runde, leicht erhabene, glattrandige, blass-
gelbliche mit schwarzem Zentrum, nicht haftende Kolonien dar. Bei diesen Proben handelte
es sich um zwei Gruppenproben und zwei Einzelproben aus dem Tierheim Wolfsberg.

In keiner Hundeprobe konnten Yersinia enterocolitica nachgewiesen werden.

Tabelle 7: Massenspektrometrische Ergebnisse von Bakterienisolaten aus Hundekotproben

3 Campylobacter jejuni 2.23 Campylobacter jejuni 217
132 Campylobacter jejuni 2.42 Campylobacter jejuni 2.37
160 Campylobacter jejuni 2.30 Campylobacter jejuni 2.22
197 Salmonella spp. 2.57 Salmonella Typhimurium 2.53
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198 Salmonella Typhimurium 2.28 Salmonella Typhimurium 2.28
200 Salmonella Typhimurium 2.47 Salmonella Typhimurium 242
201 Salmonella spp. 2.53 Salmonella Typhimurium 2.46

Die Serotypisierung der vier Salmonella enterica-lsolate durch die AGES-Graz ergab fur alle
vier Isolate den Serotyp Salmonella Coeln mit der Antigenformel 4,5,12 :y : 1,2 . Bei allen vier
Proben handelte es sich um nachgelieferte und in Wien erstmals kultivierte Proben aus dem

Tierheim Wolfsberg.

Molekulargenetische Ergebnisse mittels PCR der E. coli Isolate (STEC)

Von den 71 Hundeproben liel3en sich bei 67 E. coli kultivieren. Bei diesen 67 Proben konnten
insgesamt 119 koloniemorphologisch unterschiedliche E. coli Isolate nachgewiesen werden.
Dabei liel3en sich folgende Koloniemorphotypen unterscheiden:

1-2 mm grof3e, runde, leicht erhabene, glattrandige, farblos bis blassrosa mit teilweise
dunklerem Zentrum, nicht haftende Kolonien, Laktose-negativ

3-4 mm grole, unregelmafige, leicht erhabene, unregelmallig begrenzte, farblose, nicht
haftende Kolonien, Laktose-negativ

3-4 mm grofRe, unregelmalige, leicht erhabene, unregelmaRig begrenzte, blassrosa mit
rosafarbigem Zentrum, nicht haftende Kolonien, Laktose-positiv

1-2 mm grofRe, runde, leicht erhabene, glattrandige, hellrosa, nicht haftende Kolonien,
Laktose-positiv

2-3 mm grolde, runde, erhabene, glattrandige, schleimig-feuchte, rosa mit hellerem Zentrum,
nicht haftende Kolonien, Laktose-positiv

Die PCR-Amplifikation der stx1. und stx2-Gensequenzen ergaben dabei bei allen 67 Proben
beziehungsweise deren jeweiligen Isolaten ein negatives Ergebnis. Untersucht wurden sowonhl

Laktose-positive als auch Laktose-negative E. coli-Isolate.

Katzen (Lydia Hofstétter)

Von den insgesamt 131 untersuchten Katzenproben konnten bei 14 Proben einer der vier
untersuchten Zoonoseerreger nachgewiesen werden.

In 13 Proben konnten C. jejuni kultiviert und massenspektrometrisch bestatigt werden. Dabei

lieBen sich dieselben zwei Koloniemorphotypen, wie bei den Hundekotproben angefiihrt,
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unterscheiden. Es handelte sich bei diesen C. jejuni-positiven Kotproben um eine
Gruppenprobe aus dem Tierheim TIKO Klagenfurt, zwei Gruppenproben aus dem Tierheim
Wolfsberg, zwei Gruppenproben aus dem Tierheim Garten Eden und einer Einzelprobe sowie
sechs Gruppenproben aus dem Tierheim Villach.

In einer Probe konnte Y. enterocolitica kultiviert und massenspektrometrisch identifiziert
werden. Auf dem CIN-Agar stellten sich die Kolonien 0,5-1 mm grof3, rund, leicht erhaben,
glattrandig, farblos mit rotem Zentrum und nicht haftend dar. Es handelte sich dabei um eine
Gruppenprobe aus dem Tierheim Garten Eden.

In keiner der Katzenproben konnten Salmonella enterica nachgewiesen werden.

Tabelle 8: Massenspektrometrische Ergebnisse von Bakterienisolaten aus Katzenkotproben

118 Yersinia enterocolitica 2.16 Yersinia enterocolitica 2.07
69 Campylobacter jejuni 2.31 Campylobacter jejuni 2.30
88 Campylobacter jejuni 2.29 Campylobacter jejuni 2.16
94 Campylobacter jejuni 2.18 Campylobacter jejuni 2.02

104 Campylobacter jejuni 2.22 Campylobacter jejuni 2.19

150 Campylobacter jejuni 2.33 Campylobacter jejuni 2.31

153 Campylobacter jejuni 2.30 Campylobacter jejuni 2.16

177 Campylobacter jejuni 2.35 Campylobacter jejuni 2.20

178 Campylobacter jejuni 2.17 Campylobacter jejuni 2.17

180 Campylobacter jejuni 242 Campylobacter jejuni 2.40

182 Campylobacter jejuni 2.40 Campylobacter jejuni 2.39

183 Campylobacter jejuni 2.41 Campylobacter jejuni 2.39

186 Campylobacter jejuni 242 Campylobacter jejuni 2.39

190 Campylobacter jejuni 2.36 Campylobacter jejuni 2.35
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Molekulargenetische Ergebnisse mittels PCR der E. coli Isolate (STEC)

Bei 128 der 131 Katzenproben lieRen sich E. coli kultivieren. Von diesen konnten insgesamt
170 koloniemorphologisch unterschiedliche E. coli Isolate identifiziert werden. Dabei lieRen
sich dieselben finf Koloniemorphotypen, wie bei den Hundekotproben angefiihrt,
unterscheiden. Die PCR-Nachweise von stx7 und stx2 ergaben dabei bei allen 128 Proben
beziehungsweise deren jeweiligen Isolaten ein negatives Ergebnis. Untersucht wurden dabei

sowohl Laktose-positive als auch Laktose-negative E. coli-Isolate.

Erregerprédvalenzen Hunde- und Katzenproben

Bei den insgesamt 202 Kotproben handelt es sich um 131 Katzenproben und 71 Hundeproben.
Der Anteil der Gruppenproben an der gesamten Probenzahl betrug 106 und der der
Einzelproben 96.

In vier (1,98 %) der 202 Proben konnten S. enterica nachgewiesen werden, davon zwei
Gruppenproben (50 %) und zwei Einzelproben (50 %). Damit waren 1,89 % der 106
untersuchten Gruppenproben sowie 2,08 % der 96 untersuchten Einzelproben positiv fur
Salmonella enterica. Die Erregerpravalenz fur die Hundeproben betrug 5,63 %, in
Katzenkotproben konnten keine Salmonellen detektiert werden. Alle positiven Proben
stammten von Hunden, welche zum Zeitpunkt der Beprobung alter als ein Jahr waren.
Campylobacter jejuni liels sich in 16 (7,92 %) der 202 Proben nachweisen, davon 13
Gruppenproben (81,25 %) und drei Einzelproben (18,75 %). Von den 106 untersuchten
Gruppenproben waren somit 12,26 % und von den 96 untersuchten Einzelproben 3,13 %,
positiv fur C. jejuni. Die Hundeproben wiesen eine Erregerpravalenz von 4,23 % und die
Katzenproben eine von 9,92 % auf. Von den 13 positiven Katzenproben stammten insgesamt
38,46 % von Katzen unter einem Jahr Alter und 15,38 % von Katzen tUber einem Jahr Alter.
Von den drei positiven Hundeproben stammten 33,33 % von Hunden alter als ein Jahr. Bei
46,15 % der positiven Katzenproben und 66,66 % der positiven Hundeproben war das Alter
der Tiere unbekannt.

Nur in einer (0,5 %) der 202 Kotproben konnten Y. enterocolitica nachgewiesen werden. Dabei
handelte es sich um eine Katzen-Gruppenprobe. Damit waren 0,94 % der 106 untersuchten
Gruppenproben positiv flr Y. enterocolitica. Die Erregerpravalenz fiir die Katzenproben betrug
0,76 %. Das Alter des positiv beprobten Tieres war unbekannt.

Far E. coli ergab sich bei 195 (96,04 %) der 202 Kotproben ein positiver Nachweis, allerdings

handelte es sich dabei bei keinem der Isolate um Shigatoxin-produzierende E. coli (STEC).
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Alle Hunde unbekannten Alters konnten, aufgrund ihres aufierlichen Erscheinungsbildes, als

adult identifiziert werden.

Tabelle 9: Erregerverteilung nach Tierheim, Tierart und Haltungsform

TIKO Klagenfurt (92 Proben)

0 3 0 87
0 1 0 25
0 0 0 1
0 1 0 40
0 1 0 21
Wolfsberg (26 Proben)
4 2 0 25
2 0 0 13
2 0 0 1
0 0 0 7
0 2 0 5
Garten Eden Klagenfurt (50 Proben)
0 4 1 49
0 0 0 0
0 2 0 14
0 0 0 3
0 2 1 32
Villach (34 Proben)
0 7 0 34
0 0 0 0
0 0 0 14
0 1 0 5
0 6 0 15
() () 0, 195
4 (1,98 %) 16 (7,92 %) 1(0,50 %) e
4 (5,63 %) 3 (4,23 %) 0(0,00%) | 68 (95,77 %)
0 (0,00 %) 13 (9,92 %) 1(0,76 %) (9717218 %
2 (1,89 %) 13 (12,26 %) 1(0,94 %) (97110? %
2 (2,08 %) 3 (3,13 %) 0(0,00%) | 93 (96,88 %)
Davon
STEC: 0%

Ges. Gesamt, HE Einzeproben Hunde, HG Gruppenproben Hunde, KE Einzelproben Katzen, HG Gruppenproben Katzen
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5 Diskussion

Obwohl der lebensmittelbedingte Ubertragungsweg bei Salmonella enterica, Campylobacter
Jejuni, Yersinia enterocolitica und Shigatoxin-produzierende Escherichia coli (STEC) die
Hauptrolle spielt, stellen Tiere und deren Ausscheidungen ebenfalls eine nicht zu
vernachlassigende Infektionsquelle fir den Menschen dar. Ziel der vorliegenden Arbeit war es
daher, das Vorkommen der wichtigsten bakteriellen Zoonoseerreger in Hunde- und
Katzenpopulationen in Karntner Tierheimen zu bestimmen, um so das Risiko flr das dort in
engem Kontakt zu den Tieren und deren Ausscheidungen arbeitende Personal einschatzen

zu konnen.

Die Pravalenz von S. enterica in den hier untersuchten Hundekotproben betrug 5,63 % und
stimmte damit mit vergleichbaren Untersuchungen in US-amerikanischen Tierheimen und den
nachgewiesenen Pravalenzraten von 1,9 % bis 8,3 % Uberein (Leahy et al. 2015, Topler et al.
2012). Auffallig war jedoch, dass alle Salmonellen-positiven Proben zu jenen sieben Proben
gehorten, welche direkt mit dem Standartverfahren des Instituts flr Mikrobiologie an der
Veterinarmedizinischen Universitat Wien untersucht wurden. Eine mégliche Ursache dafir
konnte sein, dass sich die Verwendung des MRSV-Agars als Selektiv- und
Differentialndhrboden ausschliellich fir den Nachweis von gut beweglichen Salmonellen
eignet und dadurch schwach bewegliche oder unbewegliche Salmonellen unentdeckt bleiben.
Eine weitere mdgliche Ursache ist die einmalige Beurteilung nach 24 h. Laut ISO-Standards,
ist bei ausbleibender Bildung einer Schwarmzone nach 48 h eine erneute Beurteilung
durchzufiihren, um auch schwach bewegliche Salmonellen zu detektieren (ISO 6579). Dass
die erneute Untersuchung der im ILV als Salmonellen-negativ befundeten Proben in Wien
ebenfalls keine positiven Resultate lieferte, kdnnte daran liegen, dass die Kotproben zu diesem
Zeitpunkt nicht mehr zur Verfigung standen und daher auf die Grundausstriche auf den
MacConkey-Agar-Platten zurtckgegriffen werden musste. In diesen waren mdoglicherweise

keine oder eine zu geringe Anzahl von Salmonellen vorhanden.

Die in der Literatur beschriebenen Pravalenzraten von S. enterica in Hundekotproben
unterscheiden sich betrachtlich und reichen von 0 % bis 78,2 % (Wie et al. 2020, Kiflu et al.
2017, McKenzie et al. 2010, Seepersadsingh et al. 2004, Sanchez et al. 2002, Carter und
Quinn 2000, Cantor et al. 1997). Die unterschiedlichen Pravalenzraten sind vermutlich auf

Unterschiede in der Futterung und Haltung der Tiere sowie auf die variable Anzahl der
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untersuchten Proben und dem Einsatz unterschiedlicher diagnostischer Methoden in den
jeweiligen Studien zurtickzuflihren. So stellen das Zusammenleben mit anderen Hunden und
das Verfuttern von rohem Fleisch Hauptrisikofaktoren fir Salmonellen-Infektionen dar
(Leonard et al. 2011, Joffe et al. 2002). Aufgrund der intermittierender Erregerausscheidung
konnte durch mehrmaliges Beproben der Tiere in der Vergangenheit die Sensitivitat des

Erregernachweises erhoht werden (Leonard et al. 2011, McKenzie et al. 2010).

In keiner der hier untersuchten Katzenkotproben lie3en sich Salmonellen nachweisen. Dies
steht im Gegensatz zu anderen Studien, in denen Pravalenzraten von 0,6 % bis 1,92 %
beschrieben wurden (Wei et al. 2020, Reimschuessel et al. 2017, Weber et al. 1995). Dieser
Unterschied kdnnte ebenfalls mit den in dieser Arbeit verwendeten diagnostischen Methoden
zusammenhangen. Zusatzlich scheinen Katzen grundsatzlich seltener Trager von
Salmonellen zu sein als Hunde (Wei et al. 2020, Sanchez et al. 2002, Weber et al. 1995).

Keine der in dieser Arbeit untersuchten Hunde oder Katzen zeigten zum Zeitpunkt der
Beprobung Durchfall. Fir Katzen ist allerdings eine héhere Erregerpravalenz im Kot von Tieren
mit Durchfall im Vergleich zu Tieren ohne Durchfall beschrieben, wohingegen bei Hunden
diesbezlglich kein signifikanter Zusammenhang festgestellt werden konnte (Leonard et al.
2011, Hill et al. 2000, Shimi und Barin 1977). Mit Salmonellen infizierte Hunde und Katzen
zeigen selten klinische Symptome und kénnen unabhangig von der klinischen Manifestation,
noch drei bis sechs Wochen nach Uberstandener Infektion Salmonellen Uber den Kot
ausscheiden (Sanchez et al. 2002). Enger Kontakt zu klinisch kranken oder kurzlich
genesenen Tieren und deren Ausscheidungen stellt daher ein Infektionsrisiko fur den
Menschen dar (Wie et al. 2020, Leahy et al. 2015).

Bei allen vier S. enterica Isolaten handelte es sich um Salmonella Serovar Coeln. Dies ist zwar
ein selten auftretender Serotyp, dennoch existieren konkrete Fallberichte Uber
lebensmittelbedingte Salmonella Coeln-Infektionen bei Menschen (Vestrheim et al. 2016,
Haeghebaert et al. 2001). In der Vergangenheit konnten diverse S. enterica-Serotypen aus
Hunde- und Katzenkotproben isoliert werden. Bei den dabei dominierenden Serotypen
handelte es sich um S. Typhimurium und S. Kentucky (Wie et al. 2020, Lefebvre et al. 2008,
Shimi und Barin 1977). Dennoch lieR sich auch der weltweit verbreitete Serotyp S. Enteritidis

in Hundekot nachweisen. Diese Nachweise verdeutlichen, dass durch engen Kontakt zu
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Hunden und Katzen ein nicht zu unterschatzendes zoonotisches Ubertragungsrisiko entstehen
kann (Lefebvre et al. 2008).

Von den 71 beprobten Hunden lie3en sich bei drei (4,23 %) C. jejuni im Kot nachweisen.
Dieses Ergebnis liegt damit im oberen Bereich der in der Literatur beschriebenen
Pravalenzraten von 2,2 % bis 5,7 % (Pdlzler et al. 2018, Wieland et al. 2005). Zwei der
positiven Proben stammten von Hunden aus Gruppenhaltung und eine von einem Hund aus
Einzelhaltung. Bei diesen Tieren handelte es sich ausschlief3lich um adulte Tiere, welche alter
als ein Jahr oder unbekannten Alters waren. Vergleichbare Studien beschrieben dahingegen
héhere Pravalenzraten im Kot juveniler Hunde (<1 Jahr) als im Kot adulter Hunde (>1 Jahr)
(Holmberg et al. 2015, Andrzejewska et al. 2013, Acke et al. 2006). In dieser Arbeit handelte
es sich nur bei drei der 71 Proben um Kotproben juveniler Hunde (<1 Jahr). Die inhomogene
Altersverteilung der in dieser Arbeit beprobten Hunde kdnnte urséachlich fur diese zur Literatur

gegensatzliche Verteilung der positiven Proben sein.

Die Haltungsbedingung innerhalb der Tierheime ist vermutlich die Ursache fir die dennoch
insgesamt hohe Pravalenzrate. Im Vergleich zu den Einzelproben (3,13 %) lie3en sich in
12,26 % der Gruppenproben C. jejuni nachweisen. Zudem identifizierten Acke et al. (2006) die
Haltungsbedingungen, insbesondere den engen Kontakt untereinander als Risikofaktor fur
Hunde und Katzen in Tierheimen. Fur die Katzenproben liegt die Pravalenzrate mit 9,92 %
etwas uber den in der Literatur beschriebenen von 3 % bis 8,4 % (Anrzejewska et al. 2013,
Sandberg et al. 2002). Die in Studien beschriebene Haufung von C. jejuni-Nachweisen im Kot
juveniler Tiere (<1 Jahr) zeigte sich im Gegensatz zu den Ergebnissen der Hunde bei den
Katzen deutlicher. Finf der 13 positiven Proben stammten von juvenilen Katzen (<1 Jahr) und
nur zwei von adulten, (>1 Jahr). Sechs Proben stammten von Katzen unbekannten Alters,
welche augenscheinlich nicht als adult oder juvenil identifiziert werden konnten. Polzler et al.
(2018) wies C. jejuni sogar ausschlie8lich in juvenilen Katzen nach. Die vergleichsweise hohe
Pravalenzrate von 9,92 % lasst sich zudem auf die vermehrte Gruppenhaltung in den
untersuchten Tierheimen zurlckfuhren. Insgesamt stammten 11 (84,62 %) der 13 positiv

getesteten Proben von Katzen aus Gruppenhaltung.

Ein weiterer Grund fir die hohen Pravalenzraten von C. jejuni in den Hunde- und
Katzenkotproben kdnnte auch in der Probenentnahmetechnik liegen. Acke et al. (2018)

beschreiben héhere Nachweisraten von Campylobacter spp. aus Kotproben im Vergleich zu
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jenen aus Rektaltupferproben. Dies galt allerdings nur flir Hundeproben, fir Katzenproben
deutete sich dort ein gegenlaufiger Trend an. Allerdings konnte in einer italienischen Studie,
in welcher die Probenentnahme ausschlieRlich mittels Rektaltupfer durchgefiihrt wurde,
vergleichsweise hohe Pravalenzraten von 7,84 % fir Katzen und 9,36 % fir Hunde ermittelt
werden (Giacomelli et al. 2015). Die Bedeutung der Art der Probenentnahme ist somit nicht
abschliel3end geklart. Dagegen stellt sich die mdglichst zeithahe Untersuchung der Proben als
wichtiger Faktor zur Erhéhung der Sensitivitdt des Campylobacter-Nachweises dar (Gargiulo
et al. 2008).

Yersinia enterocolitica konnte in nur einer der 202 untersuchten Kotproben nachgewiesen
werden. Dabei handelte es sich um eine Gruppenprobe, zweier Katzen unbekannten Alters.
Die Pravalenzrate von Y. enterocolitica in den hier untersuchten Katzenkotproben betragt
0,76 %. Dieses Ergebnis stimmt damit mit zwei Studien aus dem europaischen Raum und den
dort nachgewiesenen Pravalenzraten von 0,3 % bis 3 % Uberein. Allerdings konnten in diesen
Studien mit 4,6 % bis 5 % wesentlich héhere Pravalenzraten in Hundekotproben festgestellt
werden (Stamm et al. 2013, Bucher et al. 2008).

Als Hauptinfektionsquelle flr Y. enterocolitica bei Hunden und Katzen gilt kontaminiertes
Futter. Haufig handelt es sich dabei um rohes oder unzureichend erhitztes Rind- oder
Schweinefleisch. Spezielle Futterungsmethoden, wie beispielsweise die BARF-Fitterung von
Hunden, erhéhen daher das Risiko einer Infektion mit Y. enterocolitica (Fredriksson-Ahomaa
et al. 2011, Christensen et al. 1987). In keinem der untersuchten Tierheime wurden die Tiere
mit rohem Fleisch geflttert. Da es sich bei den untersuchten Proben in den oben genannten
Studien um tierarztlich eingesendete Proben handelt, lasst sich keine genaue Aussage Uber

die Herkunft und damit Gber die Futterungsart treffen.

Alle Katzen, von denen die Yersinien-positive Gruppenprobe stammte, wiesen zum Zeitpunkt
der Probenentnahme keine Symptome einer gastrointestinalen Erkrankung auf. Der
Gesundheitszustand hat jedoch keinen Einfluss auf die Nachweisrate von Yersinien im Kot.
Dies konnte in mehreren Studien beobachtet werden, in denen Yersinien unabhangig vom
Vorhandensein einer klinisch manifesten gastrointestinalen Erkrankung nachgewiesen werden
konnten (Stamm et al. 2013, Fredriksson-Ahomaa et al. 2011, Fukoshima et al. 1980). In
mehreren Studien konnten Yersinien haufiger im Kot juveniler Tiere nachgewiesen werden als
in adulten Tieren (Stamm et al. 2013, Bucher et al. 2008, Fukoshima et al. 1984, Fantasia et
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al. 1993). In der vorliegenden Arbeit lasst sich keine altersbedingte Haufung positiver
Nachweise beobachten. Ursachlich dafiir kbnnte die geringe Anzahl positiver Proben und die

grolie Anzahl an Tieren unbekannten Alters sein.

Keines der 289 koloniemorphologisch unterschiedlichen E. coli-Isolate aus insgesamt 195
positiven Hunde- und Katzenproben konnten als Shigatoxin-produzierendes E. coli-Isolat
identifiziert werden. Uber das Vorkommen von STEC bei Hunden und Katzen in Tierheimen
ist vergleichsweise wenig bekannt. Dennoch konnten in einigen wenigen Studien aus dem
europaischem Raum STEC im Kot von Hunden und Katzen nachgewiesen. So beschreiben
zwei Studien aus Deutschland und Osterreich Pravalenzraten von 1,09 % bis 4 % fiir Hunde
und 0 % bis 0,74 % flr Katzen (Franiek et al. 2012, Gallien et al. 1994). Eine Studie aus
England berichtet von einer Nachweisrate von 28,1 % im Kot von Hunden. In dieser Studie
konnte im Kot von chronisch oder akut an Durchfall erkrankter Tiere haufiger STEC
nachgewiesen als im Kot klinisch gesunder Tiere (Sancak et al. 2004). Beutin et al. (1993)
hingegen beprobten ausschlieldlich gesunde Tiere und ermittelten eine Pravalenzrate von
4,8 % fir Hunde und 13,8 % flr Katzen. Daher ist fraglich, inwiefern der Umstand, dass in der
vorliegenden Arbeit alle beprobten Tiere klinisch gesund waren, den fehlenden Nachweis von
STEC begriinden kénnte.

Die Bedeutung der Haltungsbedingungen als Risikofaktor ist ebenfalls unklar. Sancak et al.
(2004) konnte bei Hunden und Katzen aus Tierheimen seltener STEC nachweisen als bei
Tieren aus privaten Haushalten, wohingegen Beutin et al. (1993) bei Hunden und Katzen aus
privaten Haushalten geringere Nachweisraten erzielten. Sancak et al. (2004) sowie Beutin et
al. (1993) verwendeten zum Nachweis der Toxine anstelle der PCR die Kolonie-Blot-
Hybridisierung. Dies kdnnte bei niedrigen Konzentrationen von stx1 in den Proben das
sensitivere Verfahren sein (Levine et al. 1987). In einer Fallkontrollstudie aus England konnten
Hunden und Katzen, welche mit ronem Fleisch geflttert wurden, als Infektionsquelle flir STEC-
Infektionen von vier Personen identifiziert werden (Kaindama et al. 2021). Dem Verfiittern von
rohem Fleisch an Haustiere kénnte daher in Bezug auf das Infektionsrisiko mit STEC eine

bisher vernachlassigte Bedeutung zukommen.

Far alle vier betrachteten Zoonoseerreger stellt der enge Kontakt zu Hunden und Katzen ein
potenzielles Infektionsrisiko fur den Menschen dar (Kaindama et al. 2021, Imanishi et al. 2013,
Hetem et al. 2013, Wolfs et al. 2001). Hinsichtlich des erhdhten Risikos durch Kontakt zu
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juvenilen oder an Durchfall erkrankten Tieren lassen sich in der Literatur und in dieser Arbeit
keine eindeutigen Schllisse ziehen. Einige Studien weisen jedoch auf héhere Nachweisraten
von C. jejuniim Kot juveniler oder erkrankter sowie von S. enterica und STEC im Kot erkrankter
Tiere und von Y. enterocolitica im Kot juveniler Tiere hin (Thépault et al. 2020, Pélzler et al.
2018, Stamm et al. 2013, Leonard et al. 2011, Chaban et al. 2010, Bucher et al. 2008, Acke
et al. 2006, Hammermdller et al. 1995). Diese beiden Faktoren kdnnten zumindest als Indikator
zur Risikoeinschatzung dienen, auch wenn die Klarung der jeweiligen Bedeutung weiterer
Untersuchungen bedarf. Die Haltungsbedingungen und Futterung der Tiere stellen sich
hingegen bei C. jejuni, S. enterica und Y. enterocolitica als bedeutsame Risikofaktoren dar
(Thépault et al. 2020, Stamm et al. 2013, Leonard et al. 2011, Acke et al. 2006, Frederiksson-
Ahomaa et al. 2006, Joffe et al. 2002). So erhéhen Gruppenhaltung und Futterung mit rohem
Fleisch das Infektionsrisiko der Tiere und damit auch insgesamt das Risiko einer Ubertragung
auf den Menschen. Fur die vier untersuchten Zoonoseerreger lagen die Pravalenzraten in allen

vier untersuchten Tierheimen wie in der Literatur bereits beschrieben oder darunter.



34

Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, in vier ausgewahlten Karntner Tierheimen den Kot der dort lebenden
Hunde und Katzen auf relevante bakterielle Zoonoseerreger zu untersuchen. Dabei wurde der
Fokus auf Shigatoxin-produzierende E. coli, (STEC), Campylobacter jejuni, Yersinia
enterocolitica und Salmonella enterica gelegt, die weltweit zu den bedeutendsten
lebensmittelbedingten Zoonoseerregern gehoren.

Der Nachweis dieser Erreger im Kot der Tiere erfolgte durch Kultivierung und anschliel3ender
Identifikation mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie. Die als Salmonella enterica
identifizierten Isolate wurden an der AGES (Nationale Referenzzentrale fur Salmonellose
Graz) serotypisiert und die gewonnenen E. coli-Isolate mittels PCR auf das Vorhandensein
der Shigatoxin-Gene stx; und stx; Uberprift. Insgesamt wurden 202 Kotproben untersucht, 71
davon stammten von Hunden und 131 von Katzen.

Hinsichtlich Hundekotproben konnte bei drei Tieren Campylobacter jejuni und bei vier Tieren
Salmonella enterica (Serotyp Salmonella Coeln) isoliert werden. Yersinia enterocolitica und
STEC waren in den Hundekotproben nicht nachweisbar. Bei 13 Katzenkotproben gelang der
Nachweis von Campylobacter jejuni wahrend Yersinia enterocolitica nur aus einer Probe
isoliert werden konnte. Salmonella enterica und STEC waren in den Katzenkotproben nicht
nachweisbar. Somit konnten bei 1.98 % Salmonella enterica, bei 7,92 % Campylobacter jejuni
und bei 0,5% der untersuchten Hunde- und Katzenkotproben Yersinia enterocolitica
nachgewiesen werden.

Zusammenfassend ist daher festzustellen, dass Hunde und Katzen in den vier Tierheimen
bakterielle Zoonoseerreger ausschieden. Die Pravalenzraten waren jedoch vergleichbar mit
jenen von Tieren in Besitz, sodass kein hdheres Risiko von Tierheimtieren bezliglich der
Ubertragung von bakteriellen Zoonoseerregern auf den Menschen angenommen werden

muss.
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Summary

This work aimed to examine the feces of dogs and cats living in four selected animal shelters
in Carinthia for relevant bacterial zoonotic pathogens such as Shigatoxin-producing E. coli,
(STEC) Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica and Salmonella enterica which are
among the most important food-borne zoonotic pathogens worldwide.

Detection of these zoonotic agents was performed by cultivation followed by species
identification using MALDI-TOF mass spectrometry. Salmonella enterica isolates were further
serotyped at AGES (Nationale Referenzzentrale fir Salmonellose Graz) and E. coli isolates
were examined by PCR for the presence of the shigatoxin genes stx7 and stx2. In total, 202
feces samples were examined originating from 71 dogs and 131 cats.

Regarding canine feces samples Campylobacter jejuni were found in three dogs and
Salmonella enterica (serotype Salmonella Coeln) in four animals. All feces samples from dogs
were negative for Yersinia enterocolitica and STEC. In cats, 13 feces samples were positive
for Campylobacter jejuni; Yersinia enterocolitica was isolated from one feline feces sample
whereas Salmonella enterica and STEC were not detected. Overall, 1,98 %, 7.92 % and 0.5 %
of the canine and feline feces samples were positive for Salmonella enterica, Campylobacter
Jejuni and Yersinia enterocolitica, respectively.

In summary, this project provided evidence that dogs and cats living in four Carinthian animal
shelters are carriers of bacterial zoonotic agents. Since the prevalence rates of the detected
zoonotic pathogens were comparable with those observed in pets kept in private households
it is assumed that dogs and cats in Carinthian shelters do not represent a higher risk for the

transmission of these zoonotic pathogens to humans.
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