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Salmonellose der Rinder

Amtliche Methode

1. Charakterisierung der Infektion

1.1 Erreger

Die Salmonellose ist eine durch bakterielle Erreger der Gattung Salmonella (S.) verursachte Infektionser-
krankung. Sie tritt sowohl bei Tieren als auch beim Menschen auf und stellt weltweit eine der wichtigsten
Zoonosen dar.

Salmonellen gehoren zur Familie der Enterobacteriaceae, der gramnegative, peritrich begeielte oder un-
bewegliche Arten angehoren. Die Gattung Salmonella besteht aus der Spezies enterica und der Spezies
bongori. Die Spezies Salmonella enterica wird in sechs Subspezies eingeteilt: S. enterica subsp. enterica,
S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp.
houtenae und S. enterica subsp. indica. Nur flir Serovaren, die zu S. enterica subsp. enterica gehoren, wurde
ein Name festgelegt, der auf den Ort der erstmaligen Isolierung zuriickzufiihren ist. Der Name der Serovar
wird mit groBem Anfangsbuchstaben und nicht kursiv geschrieben. Der vollstandige Name lautet dann z. B.
Salmonella enterica subsp. enterica Serovar Typhimurium, als Kurzform wird Salmonella
Typhimurium verwendet. Bei Serovaren anderer Subspezies wird nach der Subspezies die entsprechende
Antigenformel angegeben. Die Antigenformeln aller Salmonella-Serovaren sind im White-Kauffmann-Le Mi-
nor-Schema aufgelistet, zum gegenwartigen Zeitpunkt sind mehr als 2 500 verschiedene Serovaren enthal-
ten.

Die groBte Bedeutung fur die Salmonellose des Rindes in Deutschland besitzen die Salmonella-Serovaren
Typhimurium und die an das Rind adaptierte Serovar Dublin. Zahlreiche andere Serovaren konnen auch Sal-
monellosen bei Rindern verursachen, insgesamt ist ihr Anteil jedoch wesentlich geringer.

1.2 Klinische Symptomatik

Salmonellosen der Rinder sind perakut bis chronisch oder symptomlos verlaufende zyklische Infektionskrank-
heiten, die Uiberwiegend bei Kolostral- und Trankmilchkalbern, bei Jungrindern aber auch bei Kiihen um den
Zeitraum des Abkalbens auftreten konnen. Klinische Symptome sind Durchfall, der blutig sein kann, Lungen-
bzw. Gelenkentziindungen sowie Aborte ab 7. Trachtigkeitsmonat. Anhaltende latente Infektionen mit
symptomloser intestinaler Besiedelung durch den Erreger sind moglich. Die-lnkubationszeit-variiert-in-Ab-

1.3 Differenzialdiagnose

AuszuschlieBen sind Kolisepsis und Koliruhr der Kalber, Clostridium-perfringens-Enterotoxamien, Pasteurel-
lose, Rotavirus-Infektion der Saugkalber, Brucellose bei Aborten sowie Futtermittelintoxikationen. In allen
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Salmonellose der Rinder

Fallen sichern erst der Erregernachweis und der Ausschluss der moglichen anderen Ursachen die
Diagnose endgiiltig.

1.4 Diagnostische Indikation

Klinischer, pathologisch-anatomischer oder epidemiologisch begriindeter Verdacht.

1.5 Zustandige Untersuchungseinrichtung

Staatliche Veterinaruntersuchungseinrichtungen

Friedrich-Loeffler-Institut, (Nationales Referenzlabor fir Salmonellose der Rinder), Naumburger StraBe
96a, 07743 Jena, Ansprechpartner: PD Dr. U. Methner, Telefon: +49 3641-804-2267

1.6 Rechtsgrundlagen (in der jeweils geltenden Fassung)

=  Verordnung zum Schutz gegen die Salmonellose der Rinder (Rinder-Salmonellose-Verordnung) in der
jeweils aktuell giiltigen Fassung.

= Richtlinie Uber Mittel und Verfahren fiir die Durchfihrung der Desinfektion bei bestimmten Tierseu-
chen in der aktuell gultigen Fassung.

2. Untersuchungsmaterial

Kotproben als Einzel- oder Sammelproben.

Organproben von verendeten oder getoteten Tieren (Darminhalt, besonders Dickdarmabschnitte, Leber,
Milz, Darmlymphknoten).

Zur Abklarung von Eintragsquellen und insbesondere von Ausbreitungswegen sollten auch Umweltproben und
Umgebungsproben aus dem Stallbereich (besonders geeignet sind dafur auch Sockentupfer- oder Sammel-
kotproben), Futtermittel, Kot oder Organe von anderen Tierarten (Nutztiere, Haustiere, Nagetiere, Wildvo-
gel) untersucht werden.

Zur Untersuchung sollte nur frisch entnommenes Material verwendet werden. Das Untersuchungsmaterial
soll in einem sterilen und verschlossenen Probenbehalter transportiert werden. Bei der Entnahme sollen
Kreuzkontaminationen vermieden werden. Der Probenbehalter muss so eindeutig beschriftet sein, dass die
Herkunft und Identitat der Proben jederzeit erkennbar sind. Die Transportdauer, d. h. die Zeit von der
Gewinnung des Untersuchungsmaterials bis zum Eingang im mikrobiologischen Laboratorium, soll so kurz
wie moglich sein und 48 Stunden nicht Uberschreiten. In Sonderfallen mussen sich Einsender und Laborato-
rien Uuber den geeigneten Versand verstandigen.

Dem Untersuchungsmaterial soll ein schriftlicher, vom Einsender unterschriebener, Untersuchungsauftrag
sowie Vorbericht beigefiigt sein.
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Salmonellose der Rinder

Weitere Vorgaben zur Probenentnahme und zum Untersuchungsmaterial sind in den Ausfuhrungshinweisen
zur Verordnung zum Schutz gegen die Salmonellose der Rinder vom 1. Februar 1972 (B-21.2) enthalten (Nr. 5.1
bis 5.4 zu § 3).

3. Untersuchungsgang

Mit der Anderung der Rinder-Salmonellose-Verordnung nach Artikel 2 der Zweiten Verordnung zur Anderung
tierseuchenrechtlicher Verordnungen (BGBL. | 2009, S. 3939 ff. vom 23. Dezember 2009 Nr. 80) wurde fest-
gelegt, dass die bakteriologischen Untersuchungen von Probenmaterial aus Rinderbestanden den
Anforderungen der DIN EN 1SO6579-1 in der aktuell giltigen Fassung entsprechen miissen. Dazu wurde die
Rinder-Salmonellose Verordnung folgendermaBen geandert:

,»In 8 1 Absatz 2 der Rinder-Salmonellose-Verordnung in der Fassung der Bekanntmachung vom 14. November
1991 (BGBL. I S. 2118) wird nach Satz 1 folgender Satz angefugt:

,Die bakteriologischen Untersuchungsverfahren nach Satz 1 Nummer 1 und 2 Buchstabe a miissen den Anfor-
derungen der DIN EN ISO 6579-1 in der aktuell gliltigen Fassung entsprechen.“

Bemerkungen zur Methodik der bakteriologischen Untersuchung:

Die bakteriologische Untersuchung von Kotproben des Rindes auf Salmonellen wurde bisher auf Grundlage
der Ausfuhrungshinweise zur Rinder-Salmonellose-Verordnung vom 1. Februar 1972 durchgefiihrt. Ein
wesentlicher Unterschied zwischen diesen Ausfiihrungshinweisen und der Standard-Methode DIN EN
ISO 6579-1 in der aktuell gliltigen Fassung (Nachweis von Salmonella spp. in Tierkot und Umgebungsproben
aus der Primarproduktion) besteht darin, dass bei der ISO-Methode eine Voranreicherung unter Verwendung
von gepuffertem Peptonwasser (BPW) erfolgen muss, und dass anstelle der beiden fliissigen Selektivanrei-
cherungsmedien nur das modifizierte, halbfeste Rappaport-Vassiliadis-Medium (MSRV) Anwendung findet.

3.1 Untersuchungsgang nach DIN EN ISO 6579-1 in der aktuell gultigen Fassung

= Voranreicherung in gepuffertem Peptonwasser (18 + 2 Stunden bei 37 + 1 °C)
= Selektive Anreicherung auf MSRV (zweimal 24 Stunden bei 41,5 £ 1 °C)

= Ausstreichen auf XLD und zweites Medium nach Wahl

= Bestatigung durch biochemische und serologische Untersuchung

3.2 Selektivanreicherung auf halbfestem Rappaport-Vassiliadis-Medium (MSRV)

Das halbfeste Medium mit den Hemmzusatzen unterdrickt das Wachstum der Begleitflora und ermoglicht
die Vermehrung und das Schwarmen der Salmonellen auf der Oberflache der Platten. Von der Voranreiche-
rungskultur in gepuffertem Peptonwasser werden 100 pl auf die MSRV-Platten pipettiert und zweimal
24 Stunden bei 41,5 + 1 °C inkubiert.
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3.3 Feste Selektivmedien

Zur Identifizierung der Salmonellen wird Material vom auBeren Rand der Schwarmzone (MSRV) auf festen
Selektivmedien mit einer Impfose ausgestrichen. Dabei sollten auf einem Teil der Platten Einzelkolonien
entstehen. Die Wahl des Agars hangt wesentlich vom Untersuchungsmaterial und daher von der zu erwar-
tenden Begleitflora ab. Neben dem nach DIN EN ISO 6579-1 in der aktuell gultigen Fassung vorgegebenem
Xylose-Lysin-Desoxycholat-Agar (XLD) stehen zahlreiche verschiedene Medien als zweites festes Selektivme-
dium zur Verfugung (XLT4-Agar, Desoxycholat-Citrat-Lactose-Saccharose-Agar, Rambach-Agar). Die Bebri-
tung erfolgt bei 37 °C fiir 24 bis 48 Stunden.

3.4 Differenzierung Salmonella-verdachtiger Kulturen

Salmonella-verdachtige Reinkulturen werden serologisch und biochemisch (s. 0.) mit kommerziellen
Salmonella-Antiseren bzw. kommerziellen Testkits weiter differenziert.

3.5 Gesamtgenomdifferenzierung und Bioinformatik

Gesamtgenomsequenzierung mit anschlieBender bioinformatorischer Datenanalyse ist in vielen Landern be-
reits Standard bei der Charakterisierung von Salmonella-Stammen, bei der Analyse von Ausbriichen, bei
epidemiologischen Untersuchungen sowie bei der Detektion genetischer Marker fiir Resistenz gegen Antibi-
otika, Virulenz und mobiler genetischer Elemente. Wahrend die Sequenzierung mittels Verfahren der zwei-
ten Generation (Next Generation Sequencing) etabliert ist, befinden sich Verfahren der dritten Generation
erst in der Validierungsphase. DNA-Isolation und Erstellung von Libraries sollte nach Herstellerangaben
durchgefiihrt werden.

Fir Sequenzierung und Datenanalyse sollte der Leitfaden I1SO 23418 in der aktuell giiltigen Fassung beachtet
werden. Die Datenanalyse beginnt mit einer Qualitatskontrolle. Dabei sollten 70 % der Basen einer Probe
einen Qualitatswert (Phred Score) von mindestens 30 aufweisen. Quantitativ sollte eine mindestens 30-fache
coverage angestrebt werden, wobei moglichst 70 % der reads taxonomisch dem Genus Salmonella zugeord-
net werden sollten. In der Datenanalyse folgt meist die Assemblierung der Reads zu Genomen (bzw. Contigs).
Die assemblierten Genome sollten eine GroBe von 4,3-5,2 mB aufweisen. Basierend auf den Assemblies
konnen Salmonella-Serovaren (oder plural Serovare? Serotypen?) mit den Softwaretools SISTR (Yoshida er al)
und/oder SeqSero2 (Zhang et al) vorhergesagt werden. Mittels in silico MLST kann, basierend auf den As-
semblies, eine grobe Typisierung vorgenommen werden. Fur eine hochauflosende Typisierung stehen Ver-
fahren zur Analyse von Einzelnukleotidanderungen (z.B. Software snippy, https://github.com/tsee-
mann/snippy), oder das Kerngenom-MLST zur Verfiigung. Flir das Kerngenom-MLST bietet sich die kosten-
freie Software ChewBBACA an, die in der Pipeline chewieSnake
(https://gitlab.com/bfr_bioinformatics/chewieSnake ) verwendet wird. Alternativ kann die lizenzierte Soft-
ware Ridom SeqSphere+ verwendet werden. Eine linuxbasierte Pipeline zur automatischen Analyse von Ge-
samtgenomdaten fiir Salmonellen ist unter https://gitlab.com/FLI_Bioinfo/WGSBAC kostenfrei verfiigbar.
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Falldefinition - Salmonellose der Rinder; Salmonella spp.

Klinisches Bild

Salmonellosen der Rinder sind akut bis chronisch oder symptomlos verlaufende Infektionskrankheiten, die
Uberwiegend bei Kalbern und Jungrindern, aber auch bei adulten Tieren auftreten konnen. Klinische Symp-
tome sind Durchfall, der blutig sein kann, Lungen- bzw. Gelenkentziindungen sowie Aborte. Anhaltende
latente Infektionen mit symptomloser intestinaler Besiedelung durch den Erreger sind moglich.
Inkubationszeit: In Abhangigkeit vom Alter der Tiere, der Infektionsdosis und der Salmonella-Serovar zwei
bis acht Tage

Labordiagnostischer Nachweis

Erregernachweis:

= Bakteriologische Untersuchung von Kot, postmortal auch Darminhalt (Blind- und Dickdarm), Darm-
schleimhaut, Leber und Milz. Typisierung der Erreger zur Feststellung der Salmonella-Serovar, evtl.
Abgrenzung von Salmonella-Impfstammen.

Epidemiologischer Zusammenhang

Der Eintrag von Salmonellen aus der Umwelt in den Bestand ist auf jeder Produktionsebene maoglich. Infek-
tionsquellen konnen infizierte Tiere, Schadnager, Wildvogel, Futtermittel und Personen sein. Besondere
Bedeutung fur die Weiterverbreitung der Salmonellen im Bestand besitzen der Reproduktions- und Kalber-
bereich.

Voraussetzungen fur den Verdacht

Sie liegen vor, wenn in mindestens einer Kot-, Organ-, Fleisch- oder Milchprobe oder in sonstigem Untersu-
chungsmaterial durch bakteriologische Untersuchungsverfahren Salmonellen festgestellt, jedoch durch kli-
nische oder pathologisch-anatomische Untersuchungsverfahren keine Krankheitserscheinungen, die auf Sal-
monellose hinweisen, festgestellt worden sind oder durch klinische oder pathologisch-anatomische Unter-
suchungsverfahren, die den Ausbruch einer Salmonellose befiirchten lassen, festgestellt worden sind (§ 1
Rinder-Salmonellose-Verordnung).

Amtliche Methode und Falldefinition | FLI | Stand 10.02.2023 | 7



Salmonellose der Rinder

Durch TSN zu ubermittelnder Fall

Voraussetzungen fir die Feststellung eines Falles:

Sie liegen vor, wenn im Abstand von acht bis funfzehn Tagen Kotproben enthommen und unabhangig von
der Reihenfolge der Untersuchungsergebnisse in mindestens drei dieser Proben durch bakteriologische Un-
tersuchungsverfahren Salmonellen festgestellt worden sind oder durch klinische oder pathologisch-anatomi-
sche Untersuchungsverfahren Krankheitserscheinungen, die auf Salmonellose hinweisen durch den bakteri-
ologischen Nachweis von Salmonellen bestatigt worden sind (§ 1 Rinder-Salmonellose-Verordnung).

Rechtsgrundlagen (in der jeweils geltenden Fassung)

= Verordnung zum Schutz gegen die Salmonellose der Rinder (Rinder-Salmonellose-Verordnung) in der je-
weils glltigen Fassung.

= Richtlinie uber Mittel und Verfahren fiir die Durchfiihrung der Desinfektion bei bestimmten Tierseuchen
in der aktuell giltigen Fassung.

Friedrich-Loeffler-Institut, Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit
Sudufer 10, D-17493 Greifswald - Insel Riems, www.fli.de
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