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1. EINLEITUNG

Von besonderer Bedeutung bei der Fleischgewinnung ist die strikte Einhaltung der
Schlachthygiene, welche als eine Malnahme zur  Verhinderung einer
Oberflachenkontamination der Schlachttierkérper im Sinne der Lebensmittelsicherheit fungiert
(Zweifel und Stephan 2003a). Im Zuge des Schlachtprozesses kann es zu einer
mikrobiologischen Kontamination der Schlachttierkorper und des Fleisches mit eingetragenen
Pathogenen kommen (BVL 2022). Dariber hinaus kénnen Kreuzkontaminationen und
Rekontaminationen auf den Schlachttierkérpern in  verschiedenen Stufen des
Schlachtprozesses auftreten, somit kann das Lebensmittel Fleisch einen Risikofaktor fir die
Gesundheit des Verbrauchers darstellen (Moura-Alves et al. 2022). Der hygienische Zustand
der Schlachttierkdrperoberflache ist daher eine malRgebliche Voraussetzung fur die

hygienische Qualitat des Fleisches am Ende der Schlachtkette (Gisske und Klemm 1963).

Schweinefleisch wird immer wieder mit Krankheitsausbrichen beim Menschen in Verbindung
gebracht, die hauptsachlich auf das Vorhandensein von Salmonella im Produkt, z.B. durch
eine mikrobiologische Kontamination, zuriickzufiihren sind (Arguello et al. 2013; Hernandez et
al. 2013; Evangelopoulou et al. 2014). Daher mussen in der Europaischen Union (EU) die
Lebensmittelunternehmer durch Eigenkontrollen sicherstellen, dass ihre Produkte den
mikrobiologischen Kriterien fir Lebensmittel und die Prozesshygiene gemal der Verordnung
(EG) Nr. 2073/2005 entsprechen (Europaische Kommission 2005; Gallina et al. 2015).

Die in der Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 (Europaische Kommission 2005) definierten
mikrobiologischen Kriterien fir Lebensmittel sind dazu geeignet, die Sicherheit des
Lebensmittels am Ende der Schlachtkette zu prifen, woraus sich eine ordnungsgemale
Funktionsweise der Produktionskette ableiten lasst (EFSA 2007). Die mikrobiologischen
Kriterien sind im Rahmen des Schweineschlachtprozesses fir die aerobe mesophile
Gesamtkeimzahl (GKZ), Enterobacteriaceae und Salmonellen an der Prozessstufe nach dem
Zurichten und vor der Kuihlung festgelegt (Europaische Kommission 2005).

Die Schweineschlachtbetriebe sind verpflichtet, wéchentliche Schlachttierkdrperbeprobungen
zur mikrobiologischen Untersuchung in Form von Eigenkontrollen durchzufihren (Européische
Kommission 2005). Diese Daten bieten eine Grundlage fir die Validierung und Verifikation
eines Hazard Analysis Critical Control Points (HACCP) Systems und anderer
Hygienekontrollprozesse, welche in der Schweineschlachtindustrie etabliert sind (Di Ciccio et
al. 2016). Da eine Kontamination an verschiedenen Stufen des Schlachtprozesses erfolgen
kann, konnte eine Beprobung an mehreren Prozessstufen die Bewertung des

Kontaminationsniveaus  von  weiteren als den  gesetzlich  vorgeschriebenen
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Beprobungspunkten innerhalb des Prozesses ermoglichen (Wheatley et al. 2014). Bei
abweichenden Ergebnissen sind Interventionen beginnend im Wartestall bis zur Kiihlung von
entscheidender Bedeutung flir die Reduktion von Kontaminationen auf Schlachttierkérpern
(Zdolec et al. 2022).

Im Rahmen dieser kumulativen Dissertation wurde die Eignung der Agarkontakt-Methode
untersucht, welche entlang der gesamten Schlachtkette vom lebenden Schlachtschwein im
Wartestall bis zur Kiihlung angewendet werden kann und gleichzeitig den Arbeitsfluss des

Schlachtprozesses nicht unterbricht.

Dazu wurden die Ergebnisse der Agarkontakt-Methode mit dem Nass-Trocken-
Tupferverfahren, welches eine nach der Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 (Europaische
Kommission 2005) in Verbindung mit der DIN EN ISO 17604:2015-12 (2015)
zugelassene  Beprobungstechnik  flir  Schlachttierkérper  ist,  hinsichtlich  der
Oberflachenkeimzahlbestimmung auf Schweineschlachttierkérperoberflachen verglichen
(Publikation |, Furstenberg et al. 2024).

Des Weiteren sollte die Nutzbarkeit der Agarkontakt-Methode im Rahmen einer longitudinalen
Studie (Publikation II, Firstenberg et al. 2023) Uber den gesamten, im Arbeitsfluss nicht
unterbrochenen Schweineschlachtprozess, beginnend im Wartestall, untersucht werden.
Zudem wurden die Oberflachenkeimzahlen der Schlachtschweinoberflachen an den einzelnen
Proessstufen zur Identifizierung von Prozessstufen mit einem maoglichen Kontaminationsrisiko

vergleichend betrachtet.



2. LITERATURUBERSICHT

2.1. Schweineschlachtprozess in industriellen, mittelstandischen
Schlachtbetrieben

Die Schlachtschweine werden nach der Anlieferung in den Schlachtbetrieb auf die jeweiligen
Buchten des Wartestalls aufgeteilt. Innerhalb der Betriebe kann im Wartestall eine
Berieselungsanlage installiert sein, mit der die angelieferten Schlachttiere bei Bedarf mit
Wasser berieselt werden kdénnen. Diese Berieselung dient dazu, die Schlachttiere nach dem
Transport zu kiihlen und zu beruhigen, au3erdem wirkt sie sich im Allgemeinen positiv auf das
Wohlbefinden der Tiere aus (Warriss 2003). Nach einer Ruhezeit im Wartestall werden die
Tiere zur Prozessstufe der Betdubung gefuhrt. Regular kénnen die Schlachtschweine nach
Tierschutz-Schlachtverordnung mit Hilfe einer Kohlendioxidbetdubungsanlage oder unter der
Verwendung einer Elektrobetdubung betaubt werden (Tierschutz-Schlachtverordnung 2012).
Der darauffolgende Blutentzug kann im Liegen oder in hangender Position mittels
Entblutungsschnitt oder durch ein Hohlmesser mit angeschlossener Blutabsaugvorrichtung,
beispielsweise in einem rotierenden Karussell, erfolgen, um das Blut als Lebensmittel zu
gewinnen. Nach der Entblutung folgt das Briihen der Schlachttierkorper bei 62 bis 64 °C, was
in einem Brihkessel oder in einer Kondensationsbrihtunnelanlage erfolgen kann.

Anschlielend lauft die Entborstung der Schlachttierkérper maschinell in einer Anlage mit
rotierenden Gummipeitschen ab. Das Sengen bzw. das Abflammen wird mit Hilfe von Seng-
/[Flammofen durchgefihrt und daran anschlielend erfolgt das sogenannte Polieren der
Schlachttierkérper. Nach dem Rektumschnitt mittels Rektumbohrer und nach dem Ausweiden
werden die Schlachttierkérper mit einer manuell oder maschinell gefihrten Spaltsage in
Halften gespalten und anschlieRend hergerichtet. AbschlieRend erfolgt die amtliche
Fleischuntersuchung, bevor die genusstauglichen Schlachttierkdrper in den Kihlbereich

transportiert werden.

2.2. Sicherheit des Lebensmittels Schweinefleisch

Die mikrobiologische Qualitdt von rohem Fleisch ist unter anderem abhangig vom
physiologischen Zustand des Schlachttieres bei der Schlachtung, dem Vorhandensein von
moglichen Kontaminationen wahrend des Schlachtprozesses und der
Schlachttierkérperverarbeitung bzw. -herrichtung (Nychas et al. 2008). Schlachttiere, welche
mit einer hohen Hautoberflachenkeimzahl am Schlachtbetrieb angeliefert werden, kénnen eine

mogliche Quelle fur den Eintrag einer bakteriellen Kontamination sein und somit ein
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potenzielles Risiko fiir die Lebensmittelqualitat darstellen (Bolton et al. 2002). Die Verwertung
von Fleischbestandteilen durch Bakterien und die daraus resultierenden Stoffwechselprodukte
kénnen zum Verderb des Fleisches flihren (Casaburi et al. 2015). Das Potenzial zur Bildung
von Verderbnisprozessen hangt zum einen davon ab, welche Mikroorganismen die
Fleischmatrix dominieren und zum anderen von ihrer Fahigkeit, verderblich-wirkende
Verbindungen, wie Ester, Ketone, Aldehyde, Schwefelverbindungen, Amine und fllichtige
Fettsauren, zu bilden (Dainty et al. 1985; Lambert et al. 1991; Kakouri und Nychas 1994). Der
durch die Bakterien resultierende Verderb von Fleisch ist ein komplexer Vorgang aus einer
Reihe von biologischen und chemischen Prozessen, der das Produkt flir den menschlichen
Verzehr ungeeignet macht (Gram et al. 2002). Darlber hinaus kénnen Fleisch und Produkte
vom Fleisch auch als mogliche Quelle von zoonotischen Infektionen beim Menschen fungieren
(Ngrrung und Buncic 2008).

2.3. Gefahren ausgehend vom Schweinefleisch

In der EU ist die risikoorientierte Fleischuntersuchung von Hausschweinen in der
Durchfuhrungsverordnung (EU) 2019/627 (Europaische Kommission 2019) und Verordnung
(EU) 2017/625 (Europaisches Parlament, Rat der Europaischen Union 2017) geregelt. Die
Fleischuntersuchung von Schweineschlachttierkorpern und deren Nebenprodukten umfasst
eine visuelle Untersuchung mit méglichen erganzenden Untersuchungen, wie z.B. Inzision und
Palpation bei begrindeten Fallen (Europaische Kommission 2019; Laukkanen-Ninios et al.
2022). Somit folgt die risikoorientierte Fleischuntersuchung von Hausschweinen dem
Grundprinzip zur Reduzierung einer moglichen Kreuzkontamination und zur Optimierung des
Verhaltnisses von Kosten und Nutzen. Das risikobasierte Grundprinzip bei der
Fleischuntersuchung konzentriert sich ebenfalls auf die spezifischen Gefahren und zielt darauf
ab, die Sicherheit von Fleisch entlang der gesamten Lebensmittelkette zu verbessern
(Blagojevic et al. 2021). Zu diesen spezifischen Gefahren, die vom Schwein und deren
Lebensmitteln ausgehen kénnen, zahlen Cysticercose, Trichinen, Tuberkulose (potentiell),

Brucellose und Salmonellen (Europdische Kommission 2019).

Hinsichtlich der oben aufgeflihrten zoonotischen Infektionen ist die Salmonellose als die
zweitwichtigste Zoonose in der EU im Jahr 2022 im Speziellen zu betrachten (EFSA und ECDC
2023). Die Salmonellose war ebenfalls nach der Campylobakteriose die am zweithaufigsten
gemeldete lebensmittelbedingte Magen-Darm-Infektion beim Menschen und eine der
Hauptursachen fir lebensmittelbedingte Krankheitsausbriiche in den EU-Mitgliedstaaten und
in Nicht-Mitgliedstaaten (EFSA und ECDC 2022).
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Der an die Primarproduktion anschlieRende Schlachtprozess ist von besonderer Bedeutung
fur die Verhinderung der Kontamination von Schweineschlachttierkérpern und Teilsticken mit
Salmonellen (Alban und Stark 2005; De Busser et al. 2013). Insbesondere die fakale
Kontamination von Schlachttierkérpern im Schlachtbetrieb wird als Quelle von Salmonellen
auf Schweinefleisch angesehen (Nauta et al. 2013). Aus dem Vergleich der
Kontaminationsrate von Schweineschlachttierkérpern mit Salmonella, welche im Zoonose-
Monitoring im Jahr 2021 bei 3,2 % lag, mit den Werten der Vorjahre (2020: 4,0 %, 2019: 3,4 %,
2018: 5,1 %, 2017: 2,9 %, 2015: 4,5 %) (BVL 2020; BVL 2021) Iasst sich fur diesen Zeitraum
kein Trend erkennen, vielmehr variieren die Werte zwischen ca. 3 und 5 % positiver Proben
(BVL 2020).

Schweine konnen Salmonella in den Schlachtbetrieb eintragen und die Umgebung im
Schlachtbetrieb sowie Schlachtschweine aus anderen Partien kontaminieren (Gonzalez
Santamarina 2019). Die Interpretation des Zusammenhangs zwischen dem Salmonellenstatus
eines Schweins im Mastbetrieb und der Wahrscheinlichkeit, dass es das Bakterium bei der
Schlachtung ausscheidet, ist komplex und hangt von mehreren Faktoren ab (Casanova-Higes
et al. 2017). Zum einen ist die Wahrscheinlichkeit der Ausscheidung hoch, wenn das Schwein
bereits im Mastbetrieb infiziert war, zum anderen kann auch ein im Mastbetrieb nicht infiziertes
Tier durch den Kontakt mit Verunreinigungen in Transportfahrzeugen und Wartestallungen
zum Salmonellenausscheider werden und Salmonella wahrend der Schlachtung verbreiten

(Casanova-Higes et al. 2017).

2.4. Kritische Prozessstufen in der Schweineschlachtung

Das Auftreten mikrobieller Kreuzkontaminationen innerhalb des Schlachtbetriebs wird stark
durch die Struktur des Schlachtprozesses, die Geschwindigkeit des Schlachtbands, die
manuellen Arbeitsschritte der Schlachtung, das Schlachthofpersonal und durch den Grad der
Sauberkeit der Tiere zu Beginn der Schlachtung beeinflusst (Bacon et al. 2000; Blagojevic und
Antic 2014; Sui et al. 2023).

2.4.1. Berieselung der Schlachtschweine im Wartestall

Die Berieselung von Schlachttieren mit Wasser kann Tierwohldefiziten wahrend des
Aufenthalts im Wartestall vorbeugen oder als KorrekturmafRnahme, z.B. bei aufkommendem
Hitzestress der Schlachttiere im Warteabteil, dienen (EFSA 2020). Die Vermeidung von
Auseinandersetzungen zwischen den Schlachttieren durch die Beschaftigung mit Hilfe der

Berieselung ist ein weiterer positiver Effekt und zusatzlich kann durch die Berieselung auch
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eine Reinigung der Tiere erfolgen (Van Putten et al. 1983; Weeding et al. 1993). Weitere
Autoren ermittelten in Untersuchungen zum Bespriihen der Schweine mit Wasser, eine
visuelle Sauberkeit der Schlachttiere bei annahernd unveranderten GKZ-Werten (Bolton et al.
2002).

Eine Studie zeigte widerspriichliche Resultate anhand eines statistisch signifikanten Anstiegs
des Gehalts an Enterobacteriaceae auf der Hautoberflache von Schlachtschweinen nach einer

kontinuierlichen 30-minttigen Besprihung mit Wasser (Walia et al. 2017).

2.4.2. Betaubung und Entbluten

In zahlreichen Schlachtprozessanalysen wurden die hoéchsten GKZ-Werte auf
Schlachttierkérperoberflachen nach dem Betauben und Entbluten der Schlachtschweine
ermittelt (Bolton et al. 2002; Schertenleib et al. 2011; Nastasijevic et al. 2018; Van Ba et al.
2019). Durch die Betaubung kommt es zur Erschlaffung der Sphinktermuskulatur des Anus,
was zu einem Herausflieien von Kot aus dem Rektum flihren (Swart et al. 2016) und somit

ein mogliches Risiko fiir eine Kontamination des Schlachttierkérpers darstellen kann.

2.4.3. Bruhen und Entborsten

Wie in verschiedenen Untersuchungen des Schweineschlachtprozesses festgestellt wurde,
reduziert das Bruhen der Schlachttierkérper die Oberflachenkeimzahl maf3geblich (Spescha
et al. 2006; Zweifel et al. 2007; Wheatley et al. 2014; Mrdovic et al. 2017; Cé et al. 2023).

Im Gegensatz dazu, kann das Brihen in Bezug auf den Schweineschlachtprozess eine
mogliche Quelle fir die Kontamination bzw. Rekontamination der Schlachttierkdrper sein, da
verunreinigtes Brihwasser die Tierkorper rekontaminieren kann (Simonsen et al. 1987).
Weitere Autoren stellten in Untersuchungen einen relevanten Anstieg der Bakterienanzahl auf
der Schlachttierkérperoberflache durch die separat untersuchte Prozessstufe des

maschinellen Entborstens fest (Bryant et al. 2003; Pearce et al. 2004; Spescha et al. 2006).

2.4.4. Abflammen und Polieren

Es wurde bereits vielfach Ubereinstimmend nachgewiesen, dass das Abflammen der
Schlachttierkérper die Anzahl der Bakterien auf der Tierkdrperoberflache deutlich reduziert
(Bolton et al. 2002; Pearce et al. 2004; Zweifel et al. 2008; Wheatley et al. 2014; Mrdovic et al.
2017). Jedoch kann das anschliefiende Polieren der Schlachttierkdrper eine mdgliche Ursache

fur eine Rekontamination sein (Simonsen et al. 1987; Yu et al. 1999). Aus diesem Grund
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integrieren einzelne Schweineschlachtbetriebe nach dem Polieren einen weiteren

Abflammprozess in die Schlachtkette.

2.4.5. Eviszeration und Herrichten

Innerhalb des Schweineschlachtprozesses gilt die Eviszeration als kritische Stufe, welche
haufig zu einer Kontamination des Schlachttierkorpers fuhrt (Yu et al. 1999; Rivas et al. 2000;
Wheatley et al. 2014; Biasino et al. 2018). Das Muskelgewebe der Schlachttiere ist generell
steril, wobei diese Fleischoberflaiche im Rahmen des Eviszerationsprozesses mit
gastrointestinalen Erregern, beispielsweise durch kontaminiertes Equipment oder durch
mangelnde Personalhygiene des Schlachtpersonals oder durch den Kontakt mit
kontaminierten Schlachttierkérpern, (kreuz-)kontaminiert werden kann (Bacon et al. 2000; Das
et al. 2019; Sui et al. 2023). AuRerdem konnen schlechte Hygienepraktiken bei der
Eviszeration neben einer moglichen Kreuzkontamination von Schweineschlachttierkdrpern
auch zu einer Erhéhung der Wahrscheinlichkeit der Ubertragung von Krankheitserregern auf
das Fleisch beitragen (Petruzzelli et al. 2016). Weiterhin wurde auch das Trimmen als
kritischer Kontrollpunkt und als ein entscheidender Faktor fiir Kreuzkontaminationen
identifiziert (Sui et al. 2023).

2.5. Rechtliche Vorschriften

Die allgemeinen Anforderungen an die Lebensmittelsicherheit sind in der Verordnung (EG) Nr.
178/2002 festgelegt und beschaftigen sich unter anderem mit der Fragestellung, ob ein
Lebensmittel moglicherweise durch Kontamination, Verderb, Faulnis und Zersetzung flir den
Verzehr durch den Verbraucher inakzeptabel ist (Europadisches Parlament, Rat der
Europaischen Union 2002). Darauf aufbauend sind fiir Schlachtbetriebe spezifische
Hygienemalnahmen in der Verordnung (EG) Nr. 852/2004 (Europaisches Parlament, Rat der
Europaischen Union 2004a) und in der Verordnung (EG) Nr. 853/2004 (Europaisches
Parlament, Rat der Europaischen Union 2004b) festgelegt. Die regelmalfige Eigenkontrolle
der allgemeinen Hygienebedingungen soll vom Lebensmittelunternehmer umgesetzt werden
und auf einem HACCP System basieren (Europaisches Parlament, Rat der Europaischen
Union 2004a). Es handelt sich dabei um produkt- und produktionsspezifische Mallhahmen zur
Vermeidung spezifischer Gesundheitsgefahren flir den Konsumenten (Otten 2005).

Die Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 (Europdische Kommission 2005) schreibt flr
Schlachtbetriebe einzuhaltende mikrobiologische Kriterien flir Schweineschlachttierkdrper vor.

Es werden Grenzwerte fur die GKZ, den Gehalt an Enterobacteriaceae und Salmonella im
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Rahmen von Eigenkontrollen hinsichtlich einer wochentlichen Schlachttierkérperbeprobung
zur mikrobiologischen Untersuchung aufgefihrt (Europaische Kommission 2005). Jedoch
geben mikrobiologische Ergebnisse, die erst am Ende des Schlachtprozesses gewonnen
werden, keinen Aufschluss Uber die Ursache des Keimeintrags (Milios et al. 2014). Daher
sollten prozessspezifische mikrobiologische Kriterien verwendet werden, die auf Messungen
beruhen, welche in verschiedenen Stufen des Schlachtprozesses, einschlieldlich der
Oberflachenkeimzahlen der Schlachttierkérper am Ende der Schlachtkette, erhoben wurden
(Milios et al. 2014). Eine Bewertung und Trendanalysen der mikrobiologischen Ergebnisse
dienen der Identifizierung von abweichenden Ergebnissen und negativen Trends, auf deren
Grundlage KorrekturmalRnahmen durchgeflhrt werden (Anonymous 2023).

In Deutschland regelt national die ,Allgemeine Verwaltungsvorschrift Uber die Durchfuhrung
der amtlichen Uberwachung der Einhaltung von Hygienevorschriften fiir Lebensmittel und zum
Verfahren zur Prufung von Leitlinien flr eine gute Verfahrenspraxis“ (AVV LmH) unter
anderem, ob im Rahmen eines HACCP-Systems Verfahren etabliert sind, welche
sicherstellen, dass alle am Schlachtbetrieb ankommenden Tiere sauber sind (Anonymous
2009). So kann der Eintrag durch das Tier zu Beginn der Schlachtung einen Einfluss auf den
Effekt des Schlachtprozesses haben (Zweifel et al. 2007). Die Forderung, dass nur saubere
Tiere geschlachtet werden dirfen (Europaisches Parlament, Rat der Europaischen Union
2004b; Anonymous 2009), kann also als Malinahme betrachtet werden, dass der Eintrag von
Keimen in den Schlachtbetrieb auf ein Mindestmal’ begrenzt wird.

Die Verpflichtungen des Lebensmittelunternehmers, flir hygienische Produktionsablaufe
Sorge zu tragen, werden durch die amtliche Uberwachung kontrolliert (Européisches
Parlament, Rat der Europaischen Union 2017). Aber auch die Untersuchungsabldufe des
amtlichen Personals selbst kdnnen mit dem Risiko einer Kreuzkontamination einhergehen. Im
Rahmen der risikoorientierten Fleischuntersuchung beim Schwein steht die visuelle
Untersuchung der Schlachttierkérper und Nebenprodukte im Vordergrund (Europaische
Kommission 2019). Lediglich in Einzelfallen, in denen ein Risiko erkannt wurde, werden
weitere Untersuchungsschritte, wie die Palpation oder Inzision, angewandt (Europdaische
Kommission 2019; Laukkanen-Ninios et al. 2022). Das Grundprinzip der risikobasierten
Fleischuntersuchung zielt darauf ab, die Sicherheit von Fleisch entlang der gesamten

Lebensmittelkette zu verbessern (Blagojevic et al. 2021).
2.5.1. Mikrobiologisches Monitoring an verschiedenen Prozessstufen
Eigenkontrollverfahren werden von der Lebensmittelindustrie eingesetzt, um die Qualitat und

Sicherheit der Endprodukte unter Berticksichtigung von Hygiene- und Verarbeitungskriterien

zu gewahrleisten (Dias et al. 2017). Trotz etablierter Verfahren wird weiterhin nach einem



Literaturiibersicht

idealen System zur Kontrolle der mikrobiologischen Kontamination wahrend der Verarbeitung
von Lebensmitteln gesucht (Dias et al. 2017).

Die mikrobiologische Analyse, die Gefahrenanalyse und Identifizierung von kritischen
Kontrollpunkten als Elemente des HACCP Systems sind wichtige Instrumente zur
Uberwachung der mikrobiologischen Qualitatsindikatoren (Cé et al. 2023). Wie bereits
ausgefuhrt, geben die Ergebnisse, welche am Ende des Schlachtprozesses erhoben werden,
keine prazise Auskunft Uber die Ursache moglicher Defizite, daher sind prozessbasierte
mikrobiologische Kiriterien flir Schlachttierkérper, die auf Erhebungen an verschieden
Prozessstufen entlang der Schlachtkette beruhen, sinnvoll (Milios et al. 2014). Die Ermittlung
der mikrobiologischen Oberflachenkeimzahl von Schweineschlachttierkdérpern an
verschiedenen Schlachtprozessstufen, welche zu einer Reduktion oder Zunahme der
Oberflachenkeimzahl fiihren kénnen, dienen der ldentifizierung, der Uberwachung sowie
gegebenenfalls der Korrektur von erkannten Defiziten (Zweifel et al. 2007). Erhebungen dieser
Art im Sinne einer kontinuierlichen Prozesskontrolle bieten in Verbindung mit der Bewertung
moglicher Gesundheitsrisiken fir den Verbraucher die Grundlage zur Umsetzung eines

geeigneten und betriebsspezifischen Uberwachungssystems (Zweifel et al. 2007).

2.6. Methoden zur Bestimmung der Oberflichenkeimzahl auf

Schlachttierkorpern

Mehrere Faktoren, wie z.B. die Art und die Beschaffenheit der zu beprobenden Oberflache
und der zu erwartende Grad der Kontamination, missen bei der Auswahl einer geeigneten
mikrobiologischen Beprobungsmethode beriicksichtigt werden (Fliss et al. 1991).

Zur mikrobiologischen Untersuchung von Schweineschlachttierkérpern auf den Gehalt an
Enterobacteriaceae und der GKZ kann im Rahmen der Eigenkontrollen gemaR Verordnung
(EG) Nr. 2073/2005 (Europaische Kommission 2005) in Verbindung mit dem Standardprotokoll
DIN EN ISO 17604:2015-12 (2015) sowohl aus destruktiven als auch aus nicht-destruktiven
Probenahmeverfahren gewahlt werden. Nach Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 (Europaische
Kommission 2005) kénnen ebenfalls Probenahmeverfahren genutzt werden, welche nicht in
der DIN EN ISO 17604:2015-12 (2015) gelistet sind. Diese alternativen Verfahren missen
jedoch vor der Nutzung im Vergleich mit destruktiver Probenentnahme gleichwertige
mikrobiologische Ergebnisse aufweisen und nach entsprechenden Standardprotokollen von

Dritten zertifiziert sein (Europaische Kommission 2005).
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2.6.1. Destruktive Methoden

Destruktive Methoden beruhen auf dem sterilen Ausschneiden oder Ausstanzen einer
definierten Grolle eines Gewebestiicks der Schlachttierkérperoberflache, anschlielend muss
die gewonnene Gewebeprobe zur Bestimmung der GKZ homogenisiert werden (Otten 2005).
Die Gewebeexzision mit einem runden Stanzmesser ist die praferierte destruktive Methode
und Studien haben gezeigt, dass bei der Exzision im Vergleich zu nicht-destruktiven Methoden
eine hohere Anzahl von Bakterien zur Bestimmung des mikrobiologischen Status
nachgewiesen werden kann (Gill et al. 2001; Pearce und Bolton 2005). Die Methode wird fur
die Prozesshygienekontrolle von Schweineschlachttierkdrpern am Beprobungsort vor der
Kihlung von den Schlachtbetrieben bevorzugt (Bolton 2003).

Jedoch sind das invasive und gewebezerstérende Verfahren, der hohe Zeitaufwand und das
erforderliche Fachwissen fiir die Beprobungsdurchfiihrung mégliche Limitationen der Exzision
fur die Nutzung durch fleischverarbeitende Betriebe in der EU (Capita et al. 2004; Gallina et
al. 2015).

Die Exzision bei einer Untersuchung mit wiederholten Probenentnahmen entlang der
Schlachtkette flihrt allerdings zu einem erheblichen Verlust der Schlachttierkorperoberflache
(Tenhagen et al. 2011).

2.6.2. Nicht-destruktive Methoden

Um ein angemessenes Uberwachungssystem einzufiihren, kénnen nicht-destruktive
Beprobungsmethoden zur Probenahme von  Schlachttierkérpern  anstelle  von
Gewebestanzproben verwendet werden (Milios et al. 2014). Die mikrobiologische
Wiederfindungsrate ist grundsatzlich bei nicht-destruktiven Methoden geringer, aber
proportional zur Wiederfindungsrate der Exzision und daher kénnen nicht-destruktive
Methoden als praktikable Probenahmeverfahren fir die Bewertung von Indikatoren wahrend
des Schlachtvorgangs und der Hygiene angesehen werden (Milios et al. 2014). Nach
Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 (Europaische Kommission 2005) in Verbindung mit der DIN
EN ISO 17604:2015-12 (2015) kann fiir die mikrobiologische Schlachttierkérperuntersuchung,
je nach zu beprobender Schlachttierkdrperoberflache, zwischen folgenden zugelassenen
nicht-destruktiven Beprobungsmethoden unterschieden werden:

. Abwischverfahren mit Schwamm, Tampontupfer oder kleinem Tuch

o Tupferverfahren, speziell das Nass-Trocken-Tupferverfahren

10
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Zusatzlich wurden in Studien verschiedene Abklatsch- bzw. Kontaktverfahren (Baumgart und
Kussmann 1975; Cordray und Huffman 1985; Kleiner und Hilgert 2004a) zur Beprobung von
Schweineschlachttierkérpern angewendet, jedoch sind diese nicht-destruktiven Verfahren flr

die Beprobung von Schlachttierkérperoberflachen nicht zugelassen.

2.6.2.1. Nass-Trocken-Tupferverfahren

Tupferverfahren im Allgemeinen basieren auf der Aufnahme von Probenmaterial und werden
nach DIN EN ISO 17604:2015-12, je nach GréRe und Beschaffenheit der zu untersuchenden
Oberflache in Verfahren mit Tupfern oder Verfahren mit Tampons, Schwammen, Tidchern und
Gaze fur die Beprobung von Schlachttierkdrpern unterteilt (ISO 17604:2015-12 2015).
Louwers und Klein (1994) unterteilten die Tupfertechniken generell in die Einzel-
Tupfermethode und das Nass-Trocken-Tupferverfahren.

Zur Durchfihrung des Nass-Trocken-Tupferverfahrens gemal DIN EN ISO 17604:2015-12
(2015) wird eine z.B. durch eine Schablone abgegrenzte Oberflache zuerst mittels eines mit
Verdinnungsmittel befeuchteten Stieltupfers und anschliefend mittels eines trockenen
Stieltupfers abgestrichen.

Die Vorteile der Verwendung von Tupfern sind, dass die beprobte Oberflache nicht beschadigt
wird, eine grofie Flache beprobt werden kann und die Verfahren auch fiir den Nachweis von
Bakterien in geringer Anzahl und ungleichmafiger Verteilung auf dem Tierkorper geeignet sind
(Capita et al. 2004). Besonders auf geringflgig feuchten Oberflachen, wie beispielsweise auf
frisch geschlachteten Schlachttierkbrpern, ermittelt das Verfahren eine hohere
Oberflachenkeimzahl als auf trockenen Oberflachen (Anderson et al. 1987).

Nachteilig ist die prazise, aufwendige Durchfiihrung der Probenahme, die Erfahrung erfordert
und eine mdgliche Nutzung hangt von der zu untersuchenden Oberflache ab (Louwers und
Klein  1994). Fir das Nass-Trocken-Tupferverfahren  sind  mikrobiologische
Bewertungskriterien, vergleichbar mit der destruktiven Probenahme nach Verordnung (EG) Nr.
2073/2005 (Europaische Kommission 2005), fir die Beprobung auf Schlachttierkérpern
evaluiert (Zweifel et al. 2005).

2.6.2.2. Agarkontakt-Methode

Abklatsch- bzw. Kontaktverfahren im Allgemeinen basieren auf dem direkten Kontakt von z.B.
festem Nahragar mit der zu untersuchenden Oberflache und der anschliellenden direkten
Bebrutung der Medien (Trautsch 2003). GemaR DIN EN ISO 18593:2018-10 (2018) werden

Abklatsch- bzw. Kontaktverfahren zur semiquantitativen mikrobiologischen Analyse von

11
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Einrichtungsgegenstanden, Umgebungs-, Gerate- und Utensilienoberflachen eingesetzt.
Diese Kontaktverfahren sind aufgrund ihrer einfachen Handhabung sowie des geringen
Arbeits- und Kostenaufwands gebrauchliche mikrobiologische Untersuchungsmethoden zur
Erfassung der Betriebshygiene (Pless und Pletz 1995).

Generell erfolgt der Bakterientransfer direkt von einer kontaminierten Oberflache auf die
Agaroberflache (z.B. unter der Verwendung von Agarkontaktplatten) und daher hangt die
Wiederfindungsrate von der Adhasion und der Abldsbarkeit der Bakterien von der beprobten
Oberflache ab (Schulze 2000; Capita et al. 2004). Bei der bakteriellen Besiedelung auf der zu
beprobenden Oberflache werden die drei Phasen Adsorption, Konsolidierung und Kolonisation
unterschieden, wobei der Adsorptionsprozess reversibel ist und die Bakterien noch durch z.B.
Waschen entfernt werden kénnen, da zu diesem Zeitpunkt noch keine feste Adhasion besteht
(Notermans et al. 1991). In Untersuchungen wurde gezeigt, dass zwei bis drei Stunden nach
dem Aufbringen einer Bakteriensuspension die Bakterien mit der Produktion von
extrazellularen Polymeren beginnen, die sich als diinne Fasern entwickeln und in deren Folge
sich eine feste Adhasion an der Haut bzw. Oberflache ausbildet (Firstenberg-Eden et al. 1979).
Fir mikrobiologische  Untersuchungen werden verschiedene Abklatsch-  bzw.
Kontaktverfahren beschrieben, wie z.B. die Replicate Organism Direct Agar Contact
(RODAC)-Platten, die Agarwurstmethode nach Ten Cate (1965), Dip Slides, Direct Surface
Agar Plating, Membramfilterblots, Selbstklebebander, Petrifilm-Zahlplatten und Agarspritzen.
Am haufigsten werden fir die semiquantitative Untersuchung von Gegenstanden kommerziell
erhaltliche RODAC-Platten verwendet, welche aus einer mit Nahragar geflillten Petrischale
bestehen, bei der der Nahragar einen erhabenen, konvexen Meniskus fir die direkte
Abklatsch- bzw. Kontaktflache bildet. Ein Vorteil dabei ist, dass keine weiteren oder
zusatzlichen Materialien fur die Beprobung vor Ort bendtigt werden (Louwers und Klein 1994;
Capita et al. 2004).

Agarkontaktplatten ermdglichen zudem eine schnelle und einfache Beprobung der
Hautoberflache von lebenden Tieren unter der Berucksichtigung des Tierwohls (Bond et al.
2008; Cavana et al. 2015).

Das Abklatsch- bzw. Kontaktverfahren ist auf glatten, flachen oder leicht gewdlbten
Oberflachen einfach und schnell durchzufuhren (Baumgart 1977; Niskanen und Pohja 1977;
Snijders et al. 1984; Louwers und Klein 1994; Oberhduser 2005). Jedoch ist die Genauigkeit
des Abklatschverfahrens auf rauen Oberflachen geringer (Baumgart 1977; Niskanen und
Pohja 1977). Bei der Beprobung feuchter oder nasser Oberflachen ist die Adhasion der
Bakterien auf der Agarkontaktflache unzureichend (Louwers und Klein 1994).

Im Falle einer hohen Kontamination der zu untersuchenden Oberflache ist die Keimzahl nicht
genau ermittelbar, da der direkt bebritete Nahragar von Mikroorganismen Gberwuchert wird
(Niskanen und Pohja 1977). Nach Sibomana (1980) liefern Abklatsch- bzw. Kontaktverfahren

12
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nur eine qualitative Orientierung hinsichtlich der Oberflachenkeimzahl und sind fiir eine
quantitative Bestimmung ungeeignet.

Nach Globisch et al. (1996) sind die Methoden mittels Agarkontaktplatten grundsatzlich auch
fur eine orientierende Bestimmung der Oberflachenkeimzahl von Schlachttierkérpern
geeignet.

Um eine quantitative Koloniezdhlung bei stark kontaminierten Oberflachen zu ermdglichen,
I6sten Baumgart und Kussmann (1975) sowie auch Kusch (1977) den Nahragar aus der
Agarkontaktplatte und homogenisierten ihn in gepuffertem Peptonwasser (BPW). Das
entstandene Homogenat diente anschlieRend als Grundlage fiir die Erstellung einer dezimalen
Verdunnungsreihe. Diese Modifikation der Methode wurde als Agarkontakt-Methode

bezeichnet (Baumgart und Kussmann 1975; Kusch 1977).

2.6.3. Methodenvergleich auf Schlachttierkorperoberflachen

Studien (Baumgart und Kussmann 1975; Kusch 1977) haben gezeigt, dass im Falle einer
hohen Kontamination auf der Schweinehaut reprasentative GKZ-Werte mit der Agarkontakt-
Methode erzielt werden kénnen. Snijders et al. (1984) kamen zu dem Schluss, dass die
Agarkontakt-Methode mittels individueller Agarplatten mit einer Kontaktflache von 7,5 cm? flr
die Bewertung der Kontamination von Schlachttierkérpern nicht geeignet ist. Allerdings kann
eine kleine Kontaktfliche von beispielsweise 9 cm?, in Abhangigkeit zur untersuchenden
Oberflache, zu grélkeren Schwankungen der Ergebnisse fihren (Louwers und Klein 1994).
Die Ergebnisse von Baumgart und Kussmann (1975) zeigten, dass die mit der Agarkontakt-
Methode ermittelten Keimzahlen um ein bis zwei Zehnerpotenzen niedriger waren als die der
Gewebeexzision. Vergleichsstudien ermittelten mit der semiquantitativen RODAC-Methode
eine geringere Bakterienausbeute an Schweineschlachttierkérpern als unter der Verwendung
vom Tupferverfahren (Sibomana 1980; Cordray und Huffman 1985). Diese Resultate stehen
im Einklang mit Vergleichsuntersuchungen zwischen der RODAC-Methode und der
Gewebestanzmethode an Rinder- und Schweineschlachttierkdrper (Pless und Pletz 1995).
Kleiner und Hilgert (2004a; 2004b) zeigten durch die Beprobung von Schweinehaut, dass sich
die mittleren GKZ-Werte vom Nass-Trocken-Tupferverfahren und von der RODAC-Methode
um bis zu maximal 0,5 log unterschieden und schlussfolgerten die Eignung der RODAC-
Methode fir die mikrobiologische Untersuchung von Schweineschlachttierkérperoberflachen.
Eine weitere Vergleichsstudie stellte fest, dass die RODAC-Methode aufgrund der
Ungenauigkeit der Ergebnisse durch die methodisch bedingte Streubreite zwar keine
geeignete Alternative fiir die destruktive Probenentnahme darstellt, jedoch grundsatzlich fir
eine der Orientierung dienenden Untersuchung auf Schlachttierkérpern geeignet ist (Globisch
et al. 1996).

13
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In dieser Arbeit wurde untersucht, dass diese schnelle, praktikable und tiergerechte Methode
vergleichbare Ergebnisse zu dem nicht-destruktiven Standardverfahren erhebt und besonders
bei hoher erwarteten Oberflachenkeimzahlen auf Schweineschlachttierkérpern fir eine
separate, betriebsspezifische Prozessanalyse an mehreren Stufen geeignet ist.

Dazu wurde ein Methodenvergleich zwischen der Agarkontakt-Methode und dem Nass-
Trocken-Tupferverfahren mit kiinstlich kontaminierten Schweinehautteilstlicken durchgefiihrt.
Zusatzlich zum experimentellen Teilversuch wurden die beiden nicht-destruktiven Methoden
in einem deutschen Schlachtbetrieb an frisch geschlachteten Schweineschlachttierkorpern
unter Feldbedingungen bzw. den Einflissen des Schlachtprozesses miteinander verglichen.
Ziel dieser Teiluntersuchungen war es, die Vergleichbarkeit der Resultate der GKZ-
Untersuchungen der Agarkontakt-Methode zum Nass-Trocken-Tupferverfahren aufzuzeigen.
Aufbauend auf diesen Resultaten wurde mittels Agarkontakt-Methode eine longitudinale
Studie Uber den gesamten Schweineschlachtprozess in einem deutschen Schlachtbetrieb
(vom Wartestall bis zur Kihlung) durchgefuhrt. Die hervorzuhebenden Besonderheiten dieser
Prozessanalyse sind, dass individuelle Schlachtschweine mit der tiergerechten
Beprobungsmethode bereits im Wartestall lebend und zusatzlich an weiteren Prozessstufen
entlang der Schlachtkette wiederholt beprobt werden konnten, ohne den Arbeitsfluss des
Schlachtbetriebs zu unterbrechen. In diesem Teil der Untersuchungen wird die Nutzbarkeit der
Agarkontakt-Methode flir eine zusatzliche, schlachthofspezifische und orientierende

Prozesshygieneuntersuchung bewertet.
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Abstract

A practical and representative sampling method for microbiological examination of the slaughter process is useful for
identifying abattoir-specific risk factors within the pig slaughter line. The aim of this study was to examine the suitability
of an agar contact method (ACM), where the agar was homogenized before the microbiological processing, in comparison
with the wet-dry double swabbing method (WDSM) for quantitative determination of total viable counts (TVC) on pig skin
surfaces. In our experimental trial, pig skin pieces were artificially contaminated at 2 levels (3 log and 7 log cfu/ml) with
a suspension of bacteria species commonly found on pig skin and cultivated in vitro. Within our field trial, pig carcasses
were investigated at pre-chilling in an abattoir under standard processing conditions. For both sampling methods, TVC was
determined, and statistical equivalence tests were calculated. Linear regression models showed the similarity of the sampling
methods, with coefficient of determination (R?)>90% and slope parameters of nearly 1 for both trials separately. Statistically
significant equivalence between the 2 sampling methods was proven in both trials (with p <0.0001 within an equivalence
range of +0.5 log cfu/ml, respectively). The field trial revealed TVC on carcass surfaces sometimes at or below the lower
detection limit for the ACM, while TVC from all carcasses were able to be determined by WDSM. Overall, low contami-
nation levels were less reliably detectable by ACM than by WDSM. The ACM can be seen as an additional and suitable
sampling procedure for pig skin and can contribute to the identification of abattoir specific risk factors for investigations of
the hygienic status at process stages along the pig slaughter line.

Keywords Artificial contamination - Pig skin - Microbiological load - Experimental trial - Agar contact plates

1 Introduction (EFSA 2007; Zweifel et al. 2014). Strict compliance with
slaughter hygiene principles is of utmost importance as a
Microbiological criteria for foodstuffs, as defined in Regu-  measure to prevent surface contamination of the carcasses

lation No 2073/2005 (EC 2005) for process hygiene, are  (Zweifel and Stephan 2003). In turn, the hygienic condi-
suitable to verify the hygienic status of food at the end of  tion of the carcass surface is an essential prerequisite for the
the slaughter line and to evaluate the process performance  hygienic quality of meat products at the end of the slaughter
line (Gisske and Klemm 1963). However, monitoring along
the slaughter process at different stages is particularly use-
ful to be able to identify specific risk factors and processing
steps for contamination within the slaughter line and to cor-

P4 Roland Fiirstenberg
roland.fuerstenberg @fu-berlin.de

' Institute of Food Safety and Food Hygiene, Working Group rect them. The determination of total viable count (TVC)
Meat Hygiene, School of Veterinary Medicine, Freie of bacteria as a general hygienic indicator (Otten 2005) is
Universitit Berlin, Berlin, Germany useful for orientation regarding the microbiological contami-

> Department of Biometry, Epidemiology and Information nation of fresh meat (Snijders et al. 1984; Charlebois et al.
Processing, WHO Collaborating Centre for Research 1991).

and Training for Health at the Human-Animal-Environment . .
Interface, University of Veterinary Medicine Hannover, Regulation (EC) No 2073/2005 (EC 2005) requires

Foundation, Hannover, Germany compliance with ISO 17604:2015-12 (2015), which

@ Springer

16


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1007/s00003-023-01473-6&domain=pdf
http://orcid.org/0009-0007-3861-5659
http://orcid.org/0000-0002-4824-048X
http://orcid.org/0000-0001-8037-8481
http://orcid.org/0000-0002-3943-4418
http://orcid.org/0000-0003-1963-6001
http://orcid.org/0000-0002-1986-180X
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1007/s00003-023-01473-6&domain=pdf
http://orcid.org/0000-0001-8037-8481
http://orcid.org/0000-0002-4824-048X
http://orcid.org/0000-0002-1986-180X
http://orcid.org/0009-0007-3861-5659
http://orcid.org/0000-0003-1963-6001
http://orcid.org/0000-0002-3943-4418

Publikation |

4

R. Firstenberg et al.

predetermines sampling methods to be used for carcass sur-
faces. Among the prescribed sampling methods, only a few
are suitable for practical hygiene monitoring (Schulze 2000).
For carcass sampling, destructive and nondestructive sam-
pling methods can be used as described in ISO 17604:2015-
12 (2015). For destructive methods, a defined tissue sample
from the carcass is excised and used to determine the bac-
terial count (Otten 2005). Due its invasive and destructive
nature and the time and expertise required, excision sam-
pling is often impractical for meat processing plants (Gallina
et al. 2015), but is preferred for process hygiene control of
pig carcasses before chilling (Bolton 2003). The microbio-
logical limits for pig carcasses are based exclusively on exci-
sion, but alternative methods can be used if they have been
certified and validated as correlating with tissue excision
(EC 2005). Non-destructive methods involve different swab-
bing methods and are used to sample larger carcass areas.
The tested surface remains intact, and the carcass retains its
full commercial value after sampling. (Schulze 2000). Fol-
lowing Louwers and Klein (1994), swabbing methods are
based on absorbing bacteria from the sampled matrix and
are divided into single swabbing and wet-dry double swab-
bing method (WDSM). Sampling procedure of the WDSM
is quick (Zweifel and Stephan 2003), and sampling areas
with low incidences and uneven distributions of bacteria can
be covered (Capita et al. 2004). However, this precise sam-
pling method requires expertise (Louwers and Klein 1994).
Compared to single dry swabbing, WDSM provided higher
bacteria recovery rates (Kleiner 2000) and is recommended
(EC 2005) and widely used in the EU meat industry (Pep-
perell et al. 2005). A third surface sampling technique is the
contact method, i.e., direct contact of solid agar on the test-
ing surface. According to ISO 18593:2018 (2018), methods
with contact plates such as Replicate Organism Direct Agar
Contact (RODAC) are used for semi-quantitative microbio-
logical analysis of fitments, equipment, and utensils. Sam-
pling is quick and easy, and no other work materials are
needed on site (Capita et al. 2004). Additionally, RODAC
plates are suitable for microbiological sampling of carcass
surfaces (Globisch et al. 1996; Kleiner and Hilgert 2004a,
b). To enable quantitative colony counting, Baumgart and
Kussmann (1975) and Kusch (1977) adapted the semiquan-
titative approach by, after sampling, homogenizing the agar
slice in buffered peptone water (BPW) for preparation of a
decimal dilution series and plating. They called this proce-
dure the agar contact method (ACM).

Relatively few comparative studies of contact methods
conducted on carcass surfaces exist (Snijders et al. 1984;
Cordray and Huffman 1985; Kleiner and Hilgert 2004a,
b), and studies focused on specific bacteria (Nortje et al.
1982; Fliss et al. 1991). Therefore, our study should show
whether this practical, fast and easy sampling procedure
could be a suitable method for studies of the hygienic status
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of slaughter pigs at process stages of the slaughter line, to
detect abattoir specific risk factors. To this aim, we com-
pared WDSM and ACM on laboratory-contaminated pig
skin pieces and on pig carcasses in a field trial at an abattoir.

2 Material and methods
2.1 Study design

The study was designed in 2 parts: an experimental trial
on laboratory-contaminated pig skin pieces and a field trial
on pig carcasses at an abattoir. Each skin piece/carcass was
sampled using the 2 different sampling methods, WDSM
and ACM.

2.2 Sampling methods

For WDSM, the sampling procedure was adapted from
ISO 17604:2015-12 (2015). First, a 20 cm? sterile plas-
tic template (COPAN, Brescia, Italy) was placed on the
pig skin. In the experimental trial, this template was fixed
by inserting 2 sterile cannulas (B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Germany), and in the field trial, it was held man-
ually on carcass surfaces. A commercial wet cotton swab
(3 M Health Care, Saint Paul, USA) was first squeezed out
on the inner wall of its tube containing 10 ml BPW by turn-
ing. The damp swab was rubbed firmly across the delineated
skin/carcass surface at a 45° angle in a meandering pattern
with slight rotation and with 7 strokes both horizontally and
vertically. Afterwards the swab was moved along the inner
edge of the template to ensure the skin here was sampled,
and the swab was returned into the tube. A second dry cotton
swab (COPAN, Brescia, Italy) was used in the same way,
then placed in the same tube with BPW as the associated wet
swab. Both swabs pooled together constituted one sample.

For ACM, commercial agar contact plates containing
plate count agar (PCA) with a slightly raised agar surface of
23 cm? (VWR International GmbH, Darmstadt, Germany)
were used. Each agar plate was pressed firmly for 5 s on
the surface without lateral movement and was closed again
directly after sampling. The sampling was always performed
by the same researcher.

2.3 Experimental trial
with laboratory-contaminated pig skin pieces

For the experimental trial, in total 160 samples compris-
ing 128 experimental test samples that were contaminated
in the laboratory, and 32 status quo samples that were not
contaminated in the laboratory, were collected from 32 pig
skin pieces over 6 sampling days. The scalded, de-haired,
and singed pig skin pieces (from neck, brisket, flank, rump,
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or back) were purchased from a local wholesaler. On the
same day the laboratory work was to be conducted, pig skin
pieces were cut from the chilled carcasses and transported
in a plastic bag to the laboratory under constant refrigera-
tion at 4 °C. Each pig skin piece was cut into approximately
50 cm x40 cm pieces and marked with 5 equally-sized fields
for sampling. Two fields were marked for ACM by using
a sterile stainless-steel round die cutter (diameter 50 mm)
outlined with a food marker pen. Two fields for WDSM
were delineated using a sterile plastic template (COPAN,
Brescia, Italy). One field was used for status quo sampling
by WDSM. From the 5 marked fields, 4 were contaminated
as described below. The order of distribution of contami-
nated fields was changed randomly for all pig skin pieces.

Artificial contamination of the pig skin was performed
using 2 concentrations of reference bacteria originating
from DSMZ (German Collection of Microorganisms and
Cell Cultures GmbH, Braunschweig, Germany) and ATCC
(American Type Culture Collection, Manassas, USA). The
following different species, commonly found on pig carcass
surfaces (Corbeil 2014), were used to create the bacteria
suspension: Escherichia coli DSMZ 1103; Enterococcus fae-
calis DSMZ 2570; Staphylococcus aureus DSMZ 799; Mic-
rococcus luteus DSMZ 20030; Streptococcus suis DSMZ
9682; Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442. Each organ-
ism was prepared by suspending one colony forming unit
(cfu) in 10 ml of Brain—Heart-Infusion broth (Oxoid Ltd,
Hampshire, UK). After suspensions were incubated for 24 h
at 30 °C (P. aeruginosa) or at 37 °C (other bacteria), vol-
umes of 2.5 ml (E. coli) or 5 ml (other bacteria) were mixed
to prepare the bacteria suspension for artificial contamina-
tion. The bacteria suspension was diluted so it contained up
to 7 log cfu/ml using sodium chloride peptone broth (Merck
KGgA, Darmstadt, Germany), confirmed by plating on PCA
(Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, Germany). The
high concentration, containing 7 log cfu/ml, represented
high-level contamination and the low concentration, con-
taining 3 log cfu/ml, represented low-level contamination.

For both sampling methods, 100 pl of bacteria suspension
was pipetted into the marked fields on the pig skin pieces at
room temperature; the suspensions were repeatedly spread
out with a stainless-steel spatula until they were visibly dry.
Afterwards, sampling of the respective fields using WDSM
(low-level and high-level contamination; status quo field
without artificial contamination) and ACM (low- and high-
level contamination) was performed (see 2.2).

2.4 Field trial at the abattoir

The field trial was conducted at an industrial pig abattoir
located in Northwestern Germany with a slaughter capacity
of 2900 pigs per day. The sampling point was at the end of
the slaughter line post-evisceration and dressing but directly
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before the carcasses entered the chiller. In total, 58 samples
from 29 slaughtered pigs from 9 different holdings were col-
lected randomly. 3 carcasses from 8 holdings respectively
and 5 carcasses from 1 holding were sampled. Each carcass
was sampled in the perianal area, whereby one side was
sampled using WDSM and the other side using ACM. The
2 sampling methods were used alternately on the carcass
sides, starting from the first pig carcass being sampled by
ACM on the left perianal side and by WDSM on the right
perianal side. These sides were swapped for each subsequent
pig carcass.

After sampling, pooled swabs and agar contact plates
were transported at 4 °C to the institutes laboratory. Micro-
biological examination started the next day.

2.5 Microbiological examination

WDSM tubes were vigorously shaken with a vortex mixer
(Vortex-Genie 2 Vortex Mixer, Modell: G-560 E, Scientific
Industries, INC., Bohemia, New York, USA) for 30 s before
decimal solution series were prepared. For determination
of TVC by ACM, each agar slice was dislodged from the
Petri dish with sterile forceps and transferred into a sterile
blender bag with lateral filter (VWR International GmbH,
Darmstadt, Germany). Afterwards, a volume of 100 ml BPW
(Merck KGgA, Darmstadt, Germany) was added, and the
content of the blender bag was homogenized with a stom-
acher (Smasher™ High-Performance Blender/Homogenizer,
bioMerieux, Marcy-1 ’Etoile, France) for 2 min with a speed
of 560 strokes per minute. After homogenization, the result-
ing basic homogenate was used for the decimal dilution
series. For quantitative analysis of TVC, duplicate 0.1 ml
volumes from basic homogenate and each dilution series
were dropped onto PCA and streaked out using a sterile loop
(Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, Germany). Incubation
under aerobic conditions at 30 °C was 48 +2 h for WDSM
samples and 72 +2 h for ACM samples. After incubation,
colonies were counted for each dilution step and the TVC
were calculated. Colonies were also calculated in the case
when only 1 colony was counted per plate in the minimum
dilution.

2.6 Statistical analyses

The minimum required sample size of n=26 was calculated
with statistical software NCSS-PASS, Version 2021 (NCSS,
LLC, Utah, USA), using a paired t-test for equivalence with
a minimum power =80%, a=5%, confidence limits of +0.15
and 6=0.25.

The weighted arithmetic mean TVC was calculated
for each sample. Results as counted, in cfu/cmz, initially
had skewed distributions, so all results were normal-
ized by transforming via logarithms to the base 10. The
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minimum limit of detection (1 colony counted only) was
1.00 log cfu/cm? for WDSM and 1.94 log cfu/cm? for
ACM. In the case of a complete lack of visible growth,
for statistical test purposes, bacteria counts were consid-
ered as half of the minimum limit of detection, which
was 0.70 log cfu/cm? for WDSM and 1.64 log cfu/cm?
for ACM.

T-tests (two one-sided equivalence tests, TOST) were
used to determine if means were significantly different.
Following Hiibner et al. (2002), a range of 0 +0.5 log cfu/
cm? for the mean difference was determined as a limit of
equality. The level of significance was set at 0.025 for
each one-sided test, yielding a total confidence limit of
95%.

Furthermore, linear regression models omitting any
intercept were created and the coefficient of determina-
tion (R?) was used to assess how the data fitted the model.
All statistical analyses were performed with SAS (SAS®,
version 9.4, SAS Institute Inc., Cary, North Carolina,
USA).

Fig. 1 Boxplotsoftotalviablecou

Contamination low

3 Results
3.1 Total viable counts and mean differences

In the experimental trial with artificially contaminated
pig skin pieces, TVCs could be determined both for low-
(3 log cfu/ml) and high- (7 log cfu/ml) level contamination.
In the field trial, 9 samples taken using ACM showed no
visible growth, and in 10 samples with the same method,
only 1 colony could be counted.

In the experimental trial, for low-level contamination,
the mean TVCs were 3.49 log cfu/cm? for WDSM and 3.31
log cfu/cm? for ACM. For high-level contamination, the
mean TVC for WDSM was 6.06 log cfu/cm? while it was
6.07 log cfu/cm? for ACM. The mean difference between
the 2 methods was —0.18 log cfu/cm? for low-level and
0.01 log cfu/cm? for high-level contamination. For the field
trial, the mean TVCs were 2.05 log cfu/cm? for WDSM,
and 2.04 log cfu/cm? for ACM with a mean difference of
—0.01 log cfu/cm? (Fig. 1; Table 1).

The mean TVC of the 32 pig skin pieces from the status
quo fields that had not been artificially contaminated in the

Contamination high Field trial

nt(TVC)(logefu/cm?)onpigsk- 74
incontaminatedinthelaboratory-
withlow- and high-level num- 6

bers of bacteria and on carcass
surfaces (field trial) by using
the agar contact method (ACM)
and wet-dry double swabbing

TVC log cfu/cm?
»
1

method (WDSM), N =number —e— .
of samples respectively for 3 1
ACM and WDSM l T T
2 e —o
T _
1
Difference -0.18 0.01 -0.01
N 32 32 32 32 29 29
Mean 3.49 3.31 6.06 6.07 2.05 2.04
T T T T T T
WDSM ACM WDSM ACM WDSM ACM
Table 1 Descriptiv'e statistical Trial Method Log cfu/cm?
measures of total viable count
(TVC) (log cfu/cm?) measured N Mean Median STD CvV Min Max
on pig skin pieces with low- and
high-level contamination and Experimental trial
on carcass surfaces (field trial) Low contamination ~ ACM 32 331 3.35 +0.52 1583  2.08  4.28
by using agar contact method WDSM 32 349 350 4046 1311 270 440
(ACM) and wet-dry double . o
swabbing method (WDSM) High contamination ACM 32 6.07 6.11 +0.23 3.76 5.71 6.51
WDSM 32 6.06 6.06 +0.31 5.17 5.26 6.63
Field trial ACM 29 2.04 1.94 +0.41 19.85 1.64 2.94
WDSM 29 2.05 2.08 +0.45 22.14 1.30 3.26
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Table 2 Results of equivalence tests at 0.025 significance level and 0.05 equivalence level for comparison of total viable counts of colonies by
using agar contact method (ACM) and wet-dry double swabbing method (WDSM) in the trials

Trial N Mean difference 95% CL p-value Total
Lower limit Upper limit Lower limit Upper limit

Experimental trial

Low contamination 32 —0.1778 —0.3546 —0.0011 <0.0001 0.0004 0.0004

High contamination 32 0.0134 —0.0796 0.1065 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Field trial 29 —0.00862 -0.2274 0.2102 <0.0001 <0.0001 <0.0001
CL confidence limits

a Contamination low b Contamination high c Field trial

*1 Re=0.97%4 T 70 R*=0.9982 o 41 R*=09282 -

3 3 3

g g g

O [&] [$]

= = =

5.0 P

T T T T
3.0 35 4.0 45 525 550 575

TVC log cfu/lcm? WDSM

— Regression [ 95% Confidence Limits - - 95% Prediction Limits

TVC log cfu/cm? WDSM

— Regression [ 95% Confidence Limits - - 95% Prediction Limits

T T T
6.50 15 2.0 25 3.0
TVC log cfu/cm? WDSM

T T
6.00 625

— Regression [ 95% Confidence Limits - - 95% Prediction Limits

Fig.2 Similarity of total viable counts (TVC) (log cfu/cm?) in all trials; a pig skin with low-level contamination, b pig skin with high-level con-

tamination, ¢ field trial

laboratory was 3.47 log cfu/cm?, which was in the range of
the mean TVC of low-level contamination.

3.2 Equivalence tests and linear regression models

Statistical equivalence between WDSM and ACM was
proven by the equivalence tests in all experiments, as the
confidence intervals calculated for mean differences fell
fully within the acceptable range of 0+ 0.5 log cfu/cm?
(p<0.0001 for both trials; Table 2). The linear regression
models with log cfu/cm? ACM as the dependent variable
and log cfu/cm® WDSM as the explaining variable showed
the strong relation between the 2 methods, since values for
R? exceeded 90% and slope parameters were nearly 1 for all
models (Fig. 2; Table 3).

4 Discussion

In our investigation, the incubation times of 48 +2 h for
WDSM samples and 72 +2 h for ACM samples yielded
statistically equivalent results for the 2 methods (Table 2).
Therefore, these results can be considered as comparable,
and all results can be compared with each other. Similarly,
Salo et al. (2000), who investigated incubation times of 48 h

20

Table3 Results of linear regression models for explaining total
viable counts (TVC) with agar contact method (ACM) and wet-dry
double swabbing method (WDSM) in log cfu/cm? intercept forced
through zero

Trial Slope R?
Experimental trial
Low contamination 0.9420 0.9794
High contamination 1.0007 0.9982
Field trial 0.9551 0.9282

and 72 h for WDSM and ACM, respectively, reported there
were no statistically significant differences in TVCs.

For our experimental trial, the decision was made to con-
taminate the pig skin surfaces in the laboratory so that the
number of bacteria was known and similar on all skin parts.
From our point of view, this was necessary, because studies
have shown that different parts of the carcass surface contain
different levels of contamination (Ghafir and Daube 2008),
and contamination is likely to be variable because some
areas of the carcass surface are more susceptible to contam-
ination than others (Beneke et al. 2011). To minimize this
influencing factor and to avoid the influence of any natural
but non-homogenous skin contamination, the pig skin pieces
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were contaminated (Pepperell et al. 2005) with a homog-
enous solution of bacteria species that are commonly found
in pig skin microbiota (Corbeil 2014) in 2 pre-determined
concentrations. The low-level and high-level contamination,
with 3 log cfu/ml and 7 log cfu/ml, respectively, were chosen
because various TVC values can be found on pig carcasses
at the different processing stages along the pig slaughter line
(Wheatley et al. 2014). Comparing the results of both con-
tamination levels with the initial status quo contamination
on the pig skin pieces, the initial microbiota counts were in
range of the TVC with low-level contamination. This likely
indicates the influencing factor of status quo contamination
on the low-level TVC results.

TVCs measured by ACM and WDSM were statistically
equivalent for all trials, shown by sampling contaminated pig
skin piecesless than 1 h after inoculation. This is in line with
results reported by Oberhduser (2005), who sampled 5 min
after application of artificial contamination. In general, bac-
terial transfer occurs directly from a contaminated surface
to the agar surface of agar contact plates, and therefore, the
recovery rate depends on the adhesion and detachability of
bacteria (Schulze 2000; Capita et al. 2004). According to
Notermans et al. (1991), the adsorption process of bacteria
is reversible and they can still be removed by washing, since
2 to 3 h after application of an inoculum firm adhesion to the
skin is not formed (Firstenberg-Eden et al. 1979). However,
in our field trial, mean TVCs for 19 carcasses sampled by
ACM were at or below the lower detection limit, with only 1
or no colonies detected. At the sampling position at the abat-
toir, only low numbers of bacteria on the carcasses could be
expected (Moura-Alves et al. 2022). This, together with the
results of our experimental trial with low-level contamina-
tion, shows the limitation of ACM for detecting low-level
contamination on pig skin/carcass surfaces at the abattoir.
Since WDSM was able to determine TVC values in all sam-
ples and the TVCs were equivalent between the 2 sampling
methods, WDSM is more suitable than ACM for determin-
ing the TVC of freshly slaughtered pig carcasses.

In accordance with other studies (Baumgart and Kuss-
mann 1975; Kusch 1977), we showed that representative
TVCs in the case of our high-level contamination on pig skin
were obtained with ACM in the experimental trial. There-
fore, we conclude that ACM is useful for sampling in pig
slaughter process where high bacterial contamination lev-
els are expected, i.e., at the beginning of the slaughter line.
However, our study showed ACM is not suitable for sam-
pling at the end of the pig slaughter line, where low bacterial
loads should occur (Wheatley et al. 2014). Snijders et al.
(1984) concluded that ACM is not appropriate for assessing
carcass contamination. However, they used agar plates with
a contact surface of only 7.5 cm? compared to our 23 cm?
sampling area. Additionally, a contact surface that is too
small leads to greater variation of the results, depending
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on the surface being examined (Louwers and Klein 1994).
The sampling area used in this study (23 cm?) for ACM was
large enough to yield comparable results to WDSM and so
is appropriate for pig carcass surface sampling when high
bacterial loads are expected.

For the low-level contamination of pig skin pieces in our
study, the mean TVC was 0.18 logs higher for WDSM than
for ACM. Also results of our field trial, with a mean differ-
ence of just 0.1 logs between mean TVCs measured by the
2 methods, are in agreement with other comparative studies
(Kleiner and Hilgert 2004a, b), where mean TVCs differed
by up to 0.5 logs based on 20 cm? for WDSM and RODAC
methods. In contrast to our results, Cordray and Huffman
(1985) found lower bacteria recovery using the semiquan-
titative RODAC method than when using dry swabbing on
chilled pig carcasses. This discrepancy with our results for
freshly slaughtered pigs can possibly be explained by the
chill storage period, which typically leads to a decrease of
microbial loads (Capita et al. 2004). On the moist sampling
surfaces of freshly slaughtered pig carcasses, WDSM recov-
ered higher TVCs than were determined on dry carcasses
(Anderson et al. 1987). Since we used both WDSM and
ACM with quantitative determination of TVCs, our results
are more comparable between our 2 methods than results
from swabbing techniques compared to the semi-quantitative
results of the RODAC method, i.e., by Cordray and Huffman
(1985). The only limitation is that WDSM is more suitable
for lower carcass contamination levels than ACM.

Finally, our comparative study showed high concordance
between the results of ACM and WDSM for determining
TVC on pig skin surfaces. For each part of the examination,
statistical equivalence of the results was proven by t-tests,
and the linear regression models showed an excellent fit
between the compared methods. The differences between
TVCs generated by WDSM and ACM were <0.5 log, which
can be expected for quantitative microbiological measure-
ment methods in a laboratory and are considered as indicat-
ing equivalence (Hiibner et al. 2002).

5 Conclusion

ACM and WDSM produced comparable TVCs, but ACM
had a higher minimum limit of detection than WDSM.
This relatively higher limit of detection must be taken into
account if ACM is chosen as an appropriate technique for
pig carcass sampling to determine the hygienic status (indi-
cated by TVC) of contaminated pig carcasses. Therefore,
we suggest that ACM can be used for individual cases and
only for processing stages where relatively high carcass con-
tamination and high resulting bacterial loads on the carcass
are expected. Thus, ACM is suitable for sampling live pigs
in the lairage area, and for sampling on the slaughter line
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without work interruptions, as it is a very quick sampling
technique.
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Abstract: Examinations of total viable counts (TVCs) and Salmonella spp. on the skin of individ-
ual pigs during the slaughter process are useful to identify abattoir-specific risk factors for (cross-
)contamination. At seven process stages (lairage to before chilling), pigs were bacteriologically
investigated by repeatedly sampling the same animals using the agar contact method. The mean
TVC of all pigs increased significantly at the first three tested process stages (mean count, after
delivery: 5.70 log cfu/ cm?, after showering: 6.27 log cfu/ cm?, after stunning: 6.48 log cfu/ cmz).
Significant mean TVC reductions occurred after scalding/dehairing (mean count: 3.71 log cfu/cm?),
after singeing/flaming (2.70 log cfu/cm?), and after evisceration (2.44 log cfu/cm?) compared with
the respective preceding process stages. At the end of the slaughter line and before chilling, the mean
TVC was 2.33 log cfu/cm?, showing that the slaughter process reduced contamination significantly.
The slaughter process effectively reduced even very high levels of incoming TVCs, since at the indi-
vidual animal level, at the end of the slaughter process, there was no difference in the TVCs of animals
with initially high and initially low TVCs. Additionally, 12 Salmonella spp. isolates were recovered
from 12 different pigs, but only until the stage after scalding/dehairing. Overall, the agar contact
method used is valuable for detecting hygiene deficiencies at slaughter, and is animal-equitable,
practical, and suitable for use on live animals.

Keywords: swine; slaughterhouse; microbial load; Salmonella; repeated sampling; agar contact plates

1. Introduction

Initial bacterial contamination, cross-contamination, and re-contamination can be
identified on carcasses at different stages during the slaughter process, meaning that the
resultant meat can pose a risk factor for consumer health [1]. Therefore, in the European
Union, food business operators must ensure that their products comply with microbio-
logical criteria for food safety and process hygiene as laid down in Regulation (EC) No
2073/2005 [2,3]. In order to identify unacceptable or critical levels of bacterial loads on car-
casses, the microbiological risk management process is based on monitoring procedures [4].
For this purpose, on pig carcasses, the total viable count (TVC) of aerobic mesophilic
bacteria, Enterobacteriaceae counts, and tests for the presence/absence of Salmonella spp.
(S.) are required as hygiene indicators [3,5,6]. In particular, the TVC is most frequently
used to evaluate the hygiene of the entire meat production process [7,8] and can provide a
record of the overall hygienic performance of the slaughter process over time [9]. Addition-
ally, testing for Salmonella spp. is of utmost importance because of its zoonotic potential,
and since pigs are regarded as one of the most common foodborne sources of human
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Salmonella spp. infections [10-12]. Over 70% of the contamination with Salmonella spp.
on a carcass originates from the slaughter pig itself, while 30% of the contamination is
related to cross-contamination by carrier pigs in the slaughter line [13]. In addition, risks for
bacterial contamination of carcasses can include the repeated introduction of bacteria into
the abattoir via the animals, the equipment being contaminated during improper slaughter
practices, and cross-contamination by resident bacteria during the slaughter process [14].
Furthermore, multidrug resistance has increased all over the world and is considered a
public health threat [15]. Several recent investigations reported the emergence of virulent
multidrug-resistant bacterial pathogens from different origins that increase the necessity of
the proper use of antibiotics as well as the application of rapid accurate diagnostic tools
for the screening of the emerging virulent multidrug-resistant strains [16-18]. Therefore,
sampling at various process stages could be useful to identify hygienic deficiencies.

In accordance with the EN ISO 17604:2015-12 standard protocol [19], sampling meth-
ods for carcasses are divided into destructive and non-destructive methods. Various studies
determined tissue excision, a destructive method, to be the method with the highest pre-
cision compared to non-destructive methods [20,21]. However, in the case of repeated
sampling from the same pig carcass in order to identify deficiencies in process hygiene,
tissue excision leads to substantial loss of the carcass surface [22]. Because of the propor-
tional relationship between the lower microbiological recovery by using non-destructive
methods compared with the destructive method, the results obtained using non-destructive
methods can be also valuable in determining the slaughter hygiene [23]. For this reason,
commercial abattoirs in Europe often use the non-destructive method of wet-dry double
swabbing for monitoring [24]. Additionally, contact methods, as non-destructive methods,
are used for semi-quantitative microbiological examination of the environment, fitments,
equipment, and utensils [25]. To enable quantitative counting of bacteria, a modified micro-
biological procedure was developed and called the agar contact method [26,27]. Moreover,
the suitability of contact methods for the microbiological sampling of carcass surfaces
has already been proven [28]. Previous comparative investigations between the contact
methods and the wet-dry double swabbing method on pig carcass surfaces showed that
the wet—dry double swabbing method recovered TVCs that were only up to 0.5 log levels
higher compared to the method using agar contact plates [29,30]. Differences of up to
0.5 log levels are within the normal laboratory range and can be regarded as similar [31], so
the practical importance of this minor mean difference in TVC is questionable [32]. Our
previous investigation on pig carcasses also showed that the agar contact method yielded
comparable results to the wet—dry double swabbing method [33].

Major advantages of the agar contact method are that it is a fast, practical, and animal-
equitable sampling technique that can be used during routine slaughter, including in the
lairage, without interrupting the work process. Additionally, the agar contact method is
suitable for the repeated sampling of the same animal and its resulting carcass at different
process stages. Milios et al. (2014) [23] concluded that microbiological results measured
at various stages of the process should be used to provide knowledge on the cause of
possible problems. There are relatively few investigations spanning the pig slaughter line
at all process stages, starting in the lairage and ranging to the end of dressing (before chill-
ing) [34]. These abattoir-specific data, with additional assessment of the associated health
risk potential, provide the basis for implementing an effective monitoring system [35].

The aim of this study was to examine the skin of live slaughter pigs and their respective
carcasses longitudinally over the course of the slaughter process from the lairage to the end
of the slaughter line to quantify the bacterial loads and to detect Salmonella-positive pigs.
For this special case investigation, we used the agar contact method to realize the repeated
sampling of individual pigs at all seven process stages. The trend of the TVC loads of all
pigs over the course of the slaughter line was examined to identify process stages with
possible risk factors for carcass contamination, and in addition, the effect of the process
was investigated at the individual pig level and considering the pigs with the highest and
the lowest incoming TVC loads.
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2. Materials and Methods
2.1. Slaughter Line

The study was conducted at an industrial pig abattoir located in Northwestern Ger-
many with a slaughter capacity of 2900 pigs per day. After arriving at the abattoir, slaughter
pigs were showered for 5 min with water to cool and calm them after transport. After
a resting time in the lairage of approximately one hour, they were driven to the carbon
dioxide stunning system (Butina A /S, Holbaek, Denmark), where they were stunned and
immediately bled in a hanging position with blood-draining knives in a rotating carousel
(Anitec AB, Malmo, Sweden). After pre-washing, a combined process stage followed where
the carcasses were scalded in a steam tunnel at 63.5 °C (BANSS Schlacht- und Fordertechnik
GmbH, Biedenkopf, Germany) and immediately afterwards dehaired using rotating scrap-
ers/rubber whips (BANSS Schlacht- und Fordertechnik GmbH, Biedenkopf, Germany).
Singeing/flaming was carried out in two successive ovens, with wet polishing between
both ovens (BANSS Schlacht- und Fordertechnik GmbH, Biedenkopf, Germany). After
manual rectum cutting with a cutter (Schmid & Wezel GmbH, Maulbronn, Germany) and
evisceration, the carcasses were split using a manually guided water-cooled splitting saw
(Schmid & Wezel GmbH, Maulbronn, Germany), followed by trimming steps and official
meat inspection before entering the chilling area.

2.2. Sampling Procedure of Pig Skin and Carcass Surface

In order to examine the effect of the slaughter process on the microbial level and to
identify specific process hygienic deficiencies, seven different process stages were identified
at which the pigs (identified by individual marking) were sampled: 1. lairage before
showering; 2. lairage after showering; 3. after stunning; 4. after scalding/dehairing; 5. after
singeing/flaming; 6. after evisceration; and 7. before chilling.

Altogether, 87 conventionally raised fattening pigs were randomly chosen from ten
different selected batches (i.e., nine individual pigs per batch for nine batches, and six
individual pigs for one batch; the pigs were numbered from Pig ID 1 to 90, but three pigs of
an unknown batch with the Pig ID 64, 65, and 66 were finally removed, resulting in 609 sam-
ples) and were sampled at the seven abovementioned process stages. During five visits
between May and August 2022 (Wednesday: batches No 1, 2; Monday: batches No 3, 4;
Tuesday: batches No 5, 6; Thursday: batches No 7, 8; Friday: batches No 9, 10), one visit
per day was conducted, and pigs from two batches per day were sampled longitudinally
along the slaughter line. There was a time interval of approximately one hour between
the sampling of the two batches on every sampling day. For individual identification, in
the lairage, the pigs were marked on their backs using a livestock pen (Schippers GmbH,
Kerken, Germany), and after the stunning and after bleeding, the carcasses in the study
were marked by a tattoo identification number using a tattoo marker and black ink (R & M
Horn Farmservice Co. KG, Dortmund, Germany).

Sampling was performed by using commercial agar contact plates containing plate
count agar with a raised contact surface of 23 cm? (VWR International GmbH, Darmstadt,
Germany). For sampling, six areas around the anus were defined (three separate areas each
of approximately 23 cm? directly left and three separate areas directly right from the anus).
From one process stage to the other, a different area was sampled in a rotating manner for
every individual pig, starting from sampling area 1 for the first pig and sampling area 2 for
the second pig, etc. (Figure 1). Differing from this pattern of sampling, for process stage 4
(after scalding/dehairing), we used the same sampling area from where we had taken
the sample for process stage 1 on each individual pig carcass, meaning sampling area 1
was sampled twice for the first pig, sampling area 2 was sampled twice for the second pig
and so on. For repeated sampling of the same pig at different process stages, to take one
sample, the cover of an agar contact plate was removed directly in front of the pig skin,
and each agar contact plate was pressed firmly for 5 s against the perianal area without
lateral movement and using constant, even pressure. The procedure was performed for
all pigs in the lairage pen and for each pig’s respective carcass. After sampling, the plates
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were transported to the institute’s laboratory in Berlin at 4 °C and processed within 24 h.
During sampling using the agar contact plates in the perianal area, i.e., pressing the soft
nutrient medium onto the skin, the live and free-running slaughter pigs in the lairage pens
did not show any reaction, and furthermore, no restraint of the animals was required.

Dorsal ®
Sampling Sampling
area area
No 1 No 2
a
Sampling Sampling
Lateral® Lateral ®
area area
No 6 No 3
Sampling Sampling
area area
No 5 No 4
Ventral ®

Figure 1. Schematic diagram of the sampling areas in the perianal region with the view of the
sample taker from behind the standing live slaughter pig and the pig carcass; * = anatomical localiza-

b

tion/position of the anus; ° = anatomical direction.

2.3. Microbiological Analysis

For microbiological analysis of TVC via the drop plating method and for qualitative
analysis of Salmonella spp., in contrast to the common contact method, each agar slice of the
contact plates was dislodged from the Petri dish using sterile forceps and transferred into a
blender bag with a filter (VWR International GmbH, Darmstadt, Germany). Afterwards,
100 mL of buffered peptone water broth (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) was added.
According to German standard DIN 10161:2016-12 [36], the content of the blender bag was
homogenized with a stomacher (bioMérieux, Marcy-1 “Etoile, France) for two minutes with
a speed of 560 strokes per minute. The resulting basic homogenate was used as a basis for
TVC and Salmonella spp. detection.

For quantitative analysis of TVC, decimal dilution series were prepared from each
basic homogenate with sodium chloride peptone agar (Merck KGgA, Darmstadt, Germany),
using tenfold decimal dilutions up to 10~® dilution. From basic homogenate and each
dilution series, duplicate 0.05 mL amounts were dropped onto plate count agar (Th. Geyer
GmbH & Co. KG, Renningen, Germany) and streaked out using a loop (Sarstedt AG
& Co. KG, Niimbrecht, Germany). Plates were incubated under aerobic conditions at
30 °C for 72 £ 2 h. Following this incubation, colonies were counted on each dilution
step. Colonies were also counted in the case where only one colony had developed in the
minimum dilution or in basic homogenate. Afterwards, the weighted arithmetic mean for
each sample was calculated.

2.4. Isolation and Identification of Salmonella spp.

Qualitative analysis of Salmonella spp. was performed according to EN ISO 6579-1:2020-
08 standard protocol [37]. The basic homogenate, which contained the agar slice and 100 mL
of buffered peptone water broth (Merck KGaA, Darmstadt, Germany), homogenized with a
stomacher, provided the basis for pre-enrichment. Deviating from the ISO standard protocol
after incubation of the basic homogenate at 37 °C for 24 h for pre-enrichment, enrichment
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broths, Rappaport Vassiliadis Bouillon (RV) (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) and
Muller-Kauffmann Tetrathionate-Novobiocin Broth (MKTTn) (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) were incubated for 24 h at 37 °C for MKTTn and at 42 °C for RV, before streaking
out on the two selective agars, Brilliant-Green Phenol-Red Lactose Sucrose Agar (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany) and Miller and Mallinson ChromoSelect Agar (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA). Plates were incubated for 24 h at 37 °C. Biochemical testing for
dulcitol, o-nitrophenyl-3-D-galactopyranoside (ONPG), malonate, and salicin was carried
out for further investigation of the isolates. Typical and suspect colonies were tested
using agglutination tests (sifin diagnostics gmbh, Berlin, Germany), and Salmonella spp.
confirmation was carried out using polymerase chain reaction tests, performed at the
German Federal Institute for Risk Assessment (BfR) in Berlin, Germany.

Minimal Inhibitory Concentration (MIC)

The recovered Salmonella spp. isolates were tested for their susceptibility to a fixed
panel of antimicrobials using the broth microdilution method, following the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines [38]. The MIC testing was performed at
the German Federal Institute for Risk Assessment (BfR) in Berlin, Germany, and in this
study, the breakpoints for susceptible, intermediate, and resistant to the antimicrobial agents
for Enterobacteriaceae were used, which were determined according to the performance
standards for antimicrobial susceptibility testing by CLSI [39].

2.5. Statistical Analysis

For statistical analyses, TVC outcomes were transformed via logarithm to the base
of ten, since the original values in colony forming units per square centimeter (cfu/cm?)
showed a skewed distribution. The minimum limit of detection (one colony counted only)
was 1.94 log cfu/cm?, and in the case of no visible growth, for statistical test purposes,
bacteria counts were considered as half of the minimum limit of detection [40,41], which
was 1.64 log cfu/cm? for TVC.

First, descriptive analyses were conducted on both the pig batch and individual pig
levels to show the distribution of log TVC at the different stages. In order to calculate the
effect of the process stage, batch, and perianal sampling area on log TVC, separate analyses
of variance (ANOVA) were conducted. Afterwards, the microbiological status between
the different stages was examined in a mixed model with batch as a random effect and
individual pig variations as repeated measurements.

A line graph of the five animals with the highest and lowest incoming bacterial loads
(lairage before showering) on the skin, respectively, was created to visualize the reduction
effect of the slaughter process. Only individual pigs with complete data from all stages
were involved.

The influence of the purely mechanical part of the slaughter process on TVC was
investigated via f-test by comparing the reduction that occurred between the lairage before
showering up to the singeing stage between the 10% of slaughter pigs with the initially
(lairage before showering) highest TVC loads and all other animals sampled. For these
analyses, only stage 1 (lairage before showering), considered as incoming bacterial load,
and stage 5 (after singeing/flaming), considered as last mechanical part of the slaughter
line, were taken into consideration.

Results of Salmonella spp. were recorded as present or absent for each live slaughter
pig and its respective carcass at all process stages.

All statistical analyses were performed with SAS (SAS®, version 9.4, SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA).

3. Results

The focus of our work was to examine the status quo of the contamination level on the
slaughter pig surface and the respective carcass surface by means of longitudinal sampling
of the same pigs at seven process stages along the entire slaughter line. We wanted to show,

29



Publikation 11

Microorganisms 2023, 11, 2512

6 of 15

via this study, the trend curve of surface contamination on slaughter pigs, starting after
delivery of the animals in the lairage pens at the abattoir up to the process stage before
chilling, to investigate whether the slaughter process reduces the pig surface contamination
level in a meaningful way and to identify possible slaughter hygiene deviancies over the
course of the slaughter line.

3.1. Descriptive Analysis of Total Viable Count at Batch Level

Six samples from four batches were unavailable, resulting in 603 samples being con-
sidered for analysis.

The mean TVC level of all batches at the first process stage in the lairage was
5.70 log cfu/cm? and then increased up to 6.48 log cfu/cm? after stunning. After this
stage, the TVC of the carcasses reduced to 2.70 log cfu/cm? after singeing/flaming and
reduced further to 2.33 log cfu/cm? before chilling (Table 1). Standard deviations ranged
between 0.64 (after evisceration) and 1.05 (lairage before showering) log cfu/cm?. The
boxplots in Figure 2 visualize the decrease in variation after the first process stage and the
noticeable reduction in TVC after scalding/dehairing.

Table 1. Results of the total viable count (TVC log cfu/cm?) at the seven process stages.

Process Stage n Mean  Median STD cv Min Max <LOD
1 Lairage before showering 86 5.70 5.71 +1.05 18.36 3.81 7.95 0
2 Lairage after showering 86 6.27 6.11 +0.72 11.54 4.86 8.00 0
3 After stunning 87 6.48 6.38 +0.70 10.85 4.97 8.15 0
4 After scalding/dehairing 86 3.71 3.49 +0.78 21.10 2.23 6.15 0
5 After singeing/flaming 86 2.70 2.46 +0.86 31.99 1.64 5.57 7
6 After evisceration 87 2.44 240 +0.64 26.06 1.64 4.59 14
7 Before chilling 85 2.33 2.20 +0.72 30.69 1.64 4.86 23

n = sample size; STD = standard deviation; CV = coefficient of variation; <LOD = below minimum limit
of detection.
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Figure 2. Boxplots of the mean logarithmic total viable counts (TVC log cfu/cm?) of all pig batches at
seven process stages: 1 lairage before showering; 2 lairage after showering; 3 after stunning; 4 after
scalding/dehairing; 5 after singeing/flaming; 6 after evisceration; 7 before chilling.
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Figure 3 shows that the mean TVCs of each pig batch were close together in the range
of approximately 1.50 log levels. In contrast to this, batches No 4 and No 9 both had a high
incoming TVC of above 7 log cfu/ cm? (lairage before showering), but this decreased to the
log level of the other batches at process stage 5 (after singeing/flaming). At this stage, the
mean TVC of batch No 8 (containing only six individual pigs compared to the nine pigs of
all other batches) increased to 5 log cfu/cm?, which was around 2 log levels above the other
batches, and then decreased in the range of log levels of the other batches after evisceration.
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Figure 3. Trend curves of the mean logarithmic total viable count (TVC log cfu/cm?) for each of the
ten pig batches at seven process stages: 1 lairage before showering; 2 lairage after showering; 3 after
stunning; 4 after scalding/dehairing; 5 after singeing/flaming; 6 after evisceration; 7 before chilling;
Batch = number of pig batch.

3.2. ANOVA of Total Viable Count at Batch Level

Modelling TVC log cfu/cm? only by process stage and together with batch as an inter-
action factor, respectively, both resulted in a statistically significant influence (p < 0.0001).
However, for perianal areas, no differences were detected (p = 0.8139). The results of the
mixed model with stage as a fixed effect, batch as a random effect, and individual pig varia-
tions are shown in Table 2. The TVC of pigs increased statistically significantly after process
stage 1 (lairage before showering), first by 0.57 log cfu/cm? (p < 0.0001) after showering
and then again slightly after stunning by 0.21 log cfu/cm? (p = 0.0466). After process stage 4
(scalding /dehairing), the TVC of the carcasses decreased by 2.78 log cfu/cm? (p < 0.0001)
and again by 1.00 log cfu/cm? (p < 0.0001) after process stage 5 (singeing/flaming). After
evisceration and before chilling, only small reductions of 0.26 log cfu/cm? (p = 0.0139)
and 0.11 log cfu/cm? (p = 0.2891) occurred, respectively. The latter reduction was not
statistically significant.

3.3. Total Viable Count at Individual Pig Level

On an individual animal basis, the pigs with the five highest and five lowest incoming
TVCs in the lairage were considered. The five pigs with the highest incoming TVC at lairage
before showering, 7.50 to 8.00 log cfu/ cm?, had similar outgoing loads before chilling,
1.70 to 3.20 log cfu/cm?, as did the five pigs with the lowest incoming TVCs. After scald-
ing/dehairing, four of the five carcasses with low incoming TVC, 4.40 to 5.50 log cfu/cm?,
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had TVCs above those of the five initially highest TVC carcasses, which had TVCs of 3.10
to 3.50 log cfu/cm? after scalding/dehairing (Figure 4).

Table 2. Mean differences of total viable count (TVC) values from one process stage to the following,
and p-values of the mixed model with the process stage as a fixed effect, batch as a random effect and

individual pigs as repeated measurements.

Mean Difference *

Compared Process Stages [TVC log cfu/cm?] p-Value
1 Lairage before showering—2 Lairage after showering 0.57 <0.0001
2 Lairage after showering-3 After stunning 0.21 0.0466
3 After stunning—4 After scalding/dehairing —2.78 <0.0001
4 After scalding/dehairing—5 After singeing/flaming —1.00 <0.0001
5 After singeing/flaming—6 After evisceration —0.26 0.0139
6 After evisceration—7 Before chilling —-0.11 0.2891

* = Negative values stand for a reduction from one stage to the following one.
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Figure 4. Trend curves along the slaughter line of the five pigs with the highest and five pigs with the
lowest initial total viable counts (TVC log cfu/cm?) in the lairage before showering; Pig ID = number

of the individual pig.

3.4. Reduction Effect of Mechanical Stages

Variance homogeneity was first tested (Folded F = 0.0003), which is why the Satterth-
waite method for unequal variances was used. The mean reduction in TVC of the 10% of
pigs with the highest initial TVC (process stage 1: lairage before showering) to the last
mechanical stage of the slaughter process (process stage 5: after singeing/flaming) was
5.11 log cfu/cm?, while the remaining animals showed a mean decrease of 2.75 log cfu/cm?.
By means of a t-test, the mean difference of —2.36 log cfu/cm? (difference between the
mean reduction after singeing/flaming of the 10% of pigs with the highest incoming load
and the other 90% of pigs) was shown to be statistically significant (p < 0.0001).

3.5. Salmonella spp. Occurrence

In total, 2% of all samples (12/603) were Salmonella-positive. These samples belonged
to 12 different pigs from four batches. Salmonella-positive samples were only detected at
the process stages between lairage and after scalding/dehairing. Table 3 gives an overview
of the Salmonella-positive samples and detected serovars per individual positive pig, batch
and process stage.
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Table 3. Detection of Salmonella spp. along the slaughter line at seven process stages by depicting
isolates of each pig batch and individual pig.

Process Stage

Stage 1 Stage 2 Stage 3 Stage 4 Stage 5 Stage 6 Stage 7
Pig Batch
1 0 ONST (2%) ONST (6 %) 0 0 0 0
ONST (12 %); ONST (11 %); N

2 ONST (14 %) ONBST (18 %) ONST (177) 0 0 0 0

3 0 0 0 0 0 0 0

4 0 0 0 0 0 0 0

5 0 0 0 0 0 0 0
MST (49 *);

6 0 0 MST (51 %) MST (53 *); 0 0 0
MST (54 %)

7 0 0 SP (56 *) 0 0 0 0

8 0 0 0 0 0 0 0

9 0 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0 0 0

Stage 1 = lairage before showering; Stage 2 = lairage after showering; Stage 3 = after stunning; Stage 4 = after
scalding/dehairing; Stage 5 = after singeing; Stage 6 = after evisceration; Stage 7 = before chilling; 0 = no detection;
* = number of individual pig; ONST = monophasic O-antigen-negative S. Typhimurium; MST = monophasic S.
Typhimurium 1,4,[5],12:i:-; SP = monophasic Salmonella spp. 9,12:1,v:-.

3.6. Phenotypic Characteristics of the Recovered Salmonella Spp. Isolates

The following serovars were detected in the 12 Salmonella-positive samples: monopha-
sic S. Typhimurium 1,4,[5],12:i:- (n = 4), monophasic O-antigen-negative S. Typhimurium
1,4,12:i:- (n = 7), and monophasic Salmonella spp. 9,12:1,v:-. All four monophasic S. Ty-
phimurium 1,4,[5],12:i:- were typically dulcitol-positive, and negative results for ONPG,
malonate and salicin were observed in the biochemical testing.

The four monophasic S. Typhimurium 1,4,[5],12:i:- isolates were resistant to the antimi-
crobial agents ampicillin and sulfamethoxazole. All seven monophasic O-antigen-negative
S. Typhimurium 1,4,12:i:- were resistant to ampicillin, sulfamethoxazole, and tetracycline.
Monophasic Salmonella spp. 9,12:1,v:- (n = 1) was resistant to ciprofloxacin, nalidixic acid,
and sulfamethoxazole. The results of MIC testing for antimicrobial susceptibility testing of
the recovered Salmonella spp. isolates are shown in Table 4.

Table 4. Antimicrobial susceptibility test results for the 12 Salmonella spp. isolates, with breakpoints
following Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

Antimicrobial Agent(s) Susceptible * Intermediate * Resistant *
n % n % n %
Amikacin 12 100 0 0 0 0
Ampicillin 1 8 0 0 11 92
Azithromycin 12 100 0 0 0 0
Cefotaxime 12 100 0 0 0 0
Ceftazidime 12 100 0 0 0 0
Chloramphenicol 12 100 0 0 0 0
Ciprofloxacin 11 92 0 0 1 8
Colistin 12 100 0 0 0 0
Gentamicin 12 100 0 0 0 0
Meropenem 12 100 0 0 0 0
Nalidixic acid 11 92 0 0 1 8
Sulfamethoxazole 0 0 0 0 12 100
Tetracycline 5 42 0 0 7 58
Tigecycline 12 100 0 0 0 0
Trimethoprim 12 100 0 0 0 0

* = breakpoints susceptibility testing according to the performance standards for antimicrobial susceptibility
testing by Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI); n = number of Salmonella spp. isolates.
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4. Discussion

Overall, the slaughter line investigated here reduced the variation in TVC values
through the different process stages, but the analysis of the individual pigs also showed
individual TVCs differing from the standard deviation of the average for all pigs. The
trend of the variation of TVC values over the course of the slaughter line agrees with
examinations by Schertenleib et al. (2011) [42].

After showering and resting of the slaughter pigs in the lairage, a statistically signifi-
cant increase in microbiological load on the skin was found. Possible factors contributing to
the increasing TVC could be that the shower water loosens dry dirt on the pig’s skin, and
additionally, within a resting time up to one hour, pigs could shed feces and lay down in
contaminated areas of the lairage pens. The fecal shedding of pigs can lead to pre-slaughter
skin cross-contamination via contact between the slaughter pigs or between the contami-
nated environment and the pigs during the stay in the lairage [43]. Similar to our results,
a study investigating Enterobacteriaceae showed a statistically significant increase in the
Enterobacteriaceae count after 30 min of continuous water misting on slaughter pigs [44].
In our study, the highest TVC values were determined after stunning and bleeding, and
this is line with previous studies covering the pig slaughter line [42,45]. Stunning leads
to slackening of the sphincter muscles, which can result in leakage of feces from the rec-
tum [46]. However, the increase of 0.21 log cfu/ cm? from lairage after showering to after
stunning was much less than a 0.5 log level, which is within the normal variation range
of classical microbiology laboratory analyses [31]. The practical importance of this minor
mean difference in TVC between the two process stages is questionable [32]. After show-
ering and after stunning, where statistically significant TVC increases were shown, the
process stages should be assessed as stages with a potential risk of cross-contamination.
Scalding/dehairing and singeing/flaming led to significant reductions in TVC, presumably
moderated by the ideal duration and optimal temperature in the scalding condenser and in
the singeing machine [47,48]. This was confirmed especially by the TVC reductions after
singeing/flaming of batches No 4 and No 9, which both arrived in the abattoir lairage
with very high TVCs. The combined scalding and dehairing reduced the mean TVCs
compared to the TVCs after stunning/bleeding by approximately 2.7 log cfu/cm?, which
is in accordance with the results from Schertenleib et al. (2011) [42]. Another European
study using sponges for sampling showed a comparable trend of TVC values along the
slaughter line as in our results [34]. The current study showed that TVC values significantly
reduced after scalding and singeing and agrees with various other studies [34,35,49,50].
Furthermore, the TVC values underwent a minor reduction after evisceration and the stage
before chilling, which is in line with an Irish study [34].

Possible factors causing the small increase in TVC variation at the end of the slaughter
line could be the cross-contamination of carcasses by equipment and utensils. In pig
meat processing, evisceration is recognized as a critical step that often results in carcass
contamination [51,52]. Differences between abattoir staff in the hygienic performance of
evisceration could contribute to differences in the cross-contamination of pig carcasses
and in the probability for the transfer of pathogens to the meat [51,53]. Overall, and in
agreement with other studies [34,42], we showed that the pig slaughter process seems to
harmonize the variations of the TVC by effectively reducing the bacterial load to similarly
low values.

The results of the mixed model with the process stage as a fixed effect, the batch as a
random effect, and individual pig variation confirmed the findings of the effects of most
process stages, with statistically significant differences in TVCs when comparing each stage
to its following stage, but not between evisceration and before chilling.

Notably, (1) some TVCs were low, i.e., just inside the minimum detection limit of
our method, (2) contact methods are suitable for microbiological sampling of carcass
surfaces [28], but produce TVCs up to 0.5 log levels lower than wet-dry double swab-
bing [29,30], and (3) differences of up to 0.5 log levels are within the normal laboratory
range [31]. The agar contact method is not listed in the EN ISO 17604:2015-12 standard
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protocol for carcass sampling for microbiological analysis [19]. Contact plates are com-
monly used for the microbiological examination of environmental surfaces [54], and the
contact method is laid down in the EN ISO 18593:2018 [55] standard protocol. However,
to realize our longitudinal examination without stopping the slaughter line or reducing
the line speed, neither of which were acceptable, as we wanted to obtain a realistic pic-
ture of the actual slaughter process, and so we selected the agar contact method for the
following important reasons. The selected procedure enabled the repeated sampling of
individual slaughter pigs at seven process stages without interruption of the workflow.
Additionally, this animal-equitable, fast, and practical sampling method can be used for
sampling live pigs in the lairage without fixation of the pigs and also for carcass surfaces.
Then, for this procedure using commercial agar contact plates, only a few further materials
are required [56].

In order to avoid a reduction in skin contamination caused by repeated sampling
with contact plates, six sampling areas around the anus were defined and a different area
was systematically used for every pig at each process stage. In this study, no statistically
significant differences for the changing perianal area between the individual stages were
detected, and thus, the samples were considered comparable. In addition, this result and
the possible distribution of contamination after showering in the lairage are the reasons
why we chose the area from process stage 1 (lairage before showering) for resampling at
process stage 4 (after scalding/dehairing) and considered the effect of the removal of the
contamination from the same sampling area as very low.

However, batch No 8 showed higher TVCs after singeing/flaming, but similar TVCs af-
ter evisceration, compared to the other batches. Since the effectiveness of singeing/flaming
on bacterial reduction differs depending on the system [47,48,57], it is possible that the
carcass surfaces of batch No 8 were insufficiently processed by the ovens. The TVC re-
duction after evisceration could be explained by contamination on the perianal area being
distributed to the front half of the carcass by the water used by the water-cooled splitting
saw and, therefore, not being in the sampled area any longer. This saw is located after
evisceration, but before trimming. In agreement with our results, reductions in Enterobacte-
riaceqe after the evisceration of pig carcasses were shown previously [48]. Our results could
also simply highlight the effect of individual batches in a slaughter process scenario during
regular, routine work and with a representative sample of slaughter pigs. More in-depth
studies are needed to resolve this point.

When considering individual pigs at slaughter, it was seen that regardless of the
incoming microbiological load, the process harmonizes the outgoing TVC loads at the
end of the slaughter line (before chilling) to a similar range. This was shown by our
consideration of the five pigs with the highest compared to the five pigs with the lowest
incoming TVCs.

Since we were able to detect several Salmonella spp. serovars on individual pig
carcasses on the same sampling days, it could be that the pigs became contaminated with
this pathogen via feces containing Salmonella spp. from contaminated lairage pens [58].
On the Tuesday, four monophasic S. Typhimurium 1,4,[5],12:i:- (all from batch No 6)
were found. Additionally, on the Wednesday, seven O-antigen-negative monophasic S.
Typhimurium 1,4,12::-, five from batch No 2 and two from batch No 1, were detected,
suggesting that cross-contamination between pigs of the same and different batches is
possible. It is already known that positive pigs can carry Salmonella spp. into the abattoir
lairage and can contaminate the environment and slaughter pigs from other batches [59].
A period of two hours can be sufficient to infect pigs with Salmonella spp. [60]. Three of
our 12 Salmonella spp. isolates were obtained after the combined process stage of scalding
and dehairing. The three pigs involved could have been infected on the farm [61], or the
carcasses could have been cross-contaminated by the dehairing process [62].

To classify the different patterns of resistance found in antimicrobial-resistant bacteria,
in the literature, there are various different definitions for multiple drug-resistant (MDR),
extensively drug-resistant (XDR) and pandrug-resistant (PDR) bacteria [63]. Since the
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isolate monophasic O-antigen-negative S. Typhimurium 1,4,12:i:- showed resistance to
ampicillin (antimicrobial class: penicillins), sulfamethoxazole (antimicrobial class: folate
pathway inhibitors), and tetracycline (antimicrobial class: tetracyclines) in the antimicrobial
susceptibility test, this organism can be characterized as MDR according to a commonly
used definition of “resistant to three or more antimicrobial classes” [63—67]. The zoonosis
monitoring report 2020 [68] confirmed that resistance to ampicillin, sulfamethoxazole,
and tetracycline is frequent in Salmonella spp. on pig carcasses in German abattoirs. The
finding that only a small percentage (8%, respectively) of the recovered Salmonella spp.
were resistant to ciprofloxacin and nalidixic acid is in line with the results of the zoonosis
monitoring program [68] run by the Federal Office of Consumer Protection and Food Safety
(BVL) and the German Federal Institute for Risk Assessment (BfR) in Berlin, Germany.

Our study on the pig slaughter process has the following limitation. The results
are specific to this longitudinal study, which was conducted only in a single abattoir,
by using the agar contact method on the perianal area. This limits the generalizability
and transferability of the results to other abattoirs. However, based on the installed
slaughter line machines, it can be presumed that the results are representative for industrial
slaughterhouses in Germany with similar slaughter capacities.

5. Conclusions

The consideration at the batch level and individual pig level of TVC trend curves
determined with the agar contact method showed comparable trends to other previous
studies on the pig slaughter process. Moreover, we were able to measure that, factually,
the studied process harmonizes the outgoing TVC loads (for batches and individual pigs),
regardless of incoming TVC loads, and thus, we were also able to draw conclusions about
the functionality/effect of the seven slaughter line process stages. This study shows the
importance of studying each process stage in depth and quantifying its effects in the
slaughter process, with the aim of understanding and improving each process stage and
the ultimate aim of improving pig meat safety. For the implementation of interventions to
reduce the TVC on slaughter pig surfaces at the two process stages (after showering in the
lairage and after stunning) that produced significant TVC increases, an evaluation should
be carried out in further detailed investigations.

Finally, we showed that sampling pig skin via the agar contact method can be used to
identify process stages with possible risk factors over the course of the slaughter process
and to identify contaminated delivery batches for abattoir-specific testing. However, the
agar contact method has the limitation that this particularly animal equitable sampling
technique is more suitable for higher expected TVCs, which is the case in the live pig sector
at lairage. Nonetheless, in particular for scientific assessment and the optimization of
slaughter hygiene, TVCs and Salmonella spp. sampled using practical sampling methods,
like the agar contact method, are useful, and indeed necessary, for special-case slaughter
line examinations.
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5. DISKUSSION

5.1. Bewertung der Nutzung der Agarkontakt-Methode

Die in den eigenen Untersuchungen verwendete Agarkontakt-Methode basiert auf dem
Abklatsch mittels gebrauchsfertigen Agarkontaktplatten, wie z.B. RODAC-Platten. Zur
Beprobung der Hautoberfliche von Schlachtschweinen wird der Deckel einer
Agarkontaktplatte direkt vor der zu beprobenden Stelle der Schweinehaut entfernt. Die
konvexe Agaroberflache wird daraufhin funf Sekunden lang ohne seitliche Bewegung und mit
konstantem, gleichmaRigem Druck fest gegen den zu untersuchenden Bereich gedriickt
(Furstenberg et al. 2023; 2024).

Das Charakteristikum der Agarkontakt-Methode im Vergleich zu anderen Abklatsch- bzw.
Kontaktverfahren ist die modifizierte mikrobiologische Verarbeitung des Nahragars.

Da die semiquantitative Keimzahlbestimmung mittels RODAC-Methode bei hoher
Kontamination infolge von Bakterienrasenbildung auf dem bebriteten Nahragar haufig nicht
moglich ist, homogenisierten Autoren (Baumgart und Kussmann 1975; Kusch 1977) den
Nahragar nach dem Abklatschen in BPW, um dann aus dem Homogenisat eine
Verdinnungsreihe zur quantitativen Keimzahlbestimmung herzustellen (Sibomana 1980).

In der Literatur ist bisher noch keine Vergleichsuntersuchung zwischen der Agarkontakt-
Methode und dem Nass-Trocken-Tupferverfahren zur Ermittlung der GKZ mit einem
experimentellen Teilversuch mit kinstlich  kontaminierten  Schweinehautteilstiicken
beschrieben. Auch ein Vergleich der beiden Methoden im Schlachtbetrieb mittels
Schweineschlachttierkorper unter reguléren Arbeitsbedingungen und
Schlachtprozesseinflissen ist nicht beschrieben.

Da in zahlreichen Prozesshygienestudien an mehreren Verarbeitungsstufen (Spescha et al.
2006; Zweifel et al. 2007; Schertenleib et al. 2011) fir die Probenahme das Nass-Trocken-
Tupferverfahren verwendet wurde und die Agarkontakt-Methode den wesentlichen Vorteil der
einfachen Durchfiihrung aufweist, wurde im Rahmen dieser Arbeit die Vergleichbarkeit der

Ergebnisse dieser beiden Verfahren in einem Methodenvergleich untersucht und bewertet.

Grundsatzlich konnte in den eigenen Untersuchungen gezeigt werden, dass die Durchfihrung
der Beprobung der Agarkontakt-Methode tiergerecht, praktikabel, schnell und fir die
Anwendung bei hdher kontaminierten Schlachttierkdrpern und am lebenden Schlachtschwein
geeignet ist (Furstenberg et al. 2023; 2024).

Da im eigenen Methodenvergleich eine statistisch signifikante Aquivalenz zwischen der

Agarkontakt-Methode und dem Nass-Trocken-Tupferverfahren gezeigt werden konnte, Iasst
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sich ableiten, dass derartig ermittelte mikrobiologische Ergebnisse eine mogliche
Bewertungsgrundlage fiir die Oberflachenkeimzahl auf Schlachttierkorpern darstellen kénnen
(Firstenberg et al. 2024).

Zudem wurde durch die Bewertung der Wiederfindungsraten von geringen und hohen
Kontaminationen festgestellt, dass die Agarkontakt-Methode insbesondere fiir die
Bestimmung von hoéheren GKZ-Werten auf Schlachttierkérperoberflachen geeignet ist
(FUrstenberg et al. 2024). Folglich ist die Methode insbesondere fiir mikrobiologische
Untersuchungen an Prozessstufen, wie z.B. im Wartestall und vor dem Briihen, an denen eine
relativ hohe bakterielle Belastung des Schlachtschweins oder des Schlachttierkérpers zu
erwarten ist, eine geeignete Alternative zum Nass-Trocken-Tupferverfahren. Die Mdglichkeit,
mittels Abklatschverfahren einen hohen Grad an Kontaminationen auf Schlachttierkérpern zu
bestimmen, zeigte ebenfalls eine Studie (Kusch 1977) mit dem Agarwurstverfahren nach Ten
Cate (1965), bei der der Nahragar homogenisiert wurde und als Basis fur die Herstellung einer
Verdunnungsreihe und der abschlieRenden quantitativen Keimzahlung Verwendung fand.
Eine Vergleichsstudie stellte fest, dass die Agarkontakt-Methode mit der Gewebestanzprobe
korreliert (Nortje et al. 1982), wobei andere Studien mittels Agarkontakt-Methoden im
Vergleich mit der Gewebestanzprobe signifikant geringere Keimzahlen ermittelten (Baumgart
und Kussmann 1975; Fliss et al. 1991).

Eine Gegeniberstellung von nicht-destruktiven Methoden ergab, ahnlich zu den eigenen
Ergebnissen, keinen signifikanten Unterschied bei der vergleichenden Betrachtung der Werte
von Escherichia coli auf Schafschlachttierkérpern zwischen der Agarkontakt-Methode und

dem Nass-Trocken-Tupferverfahren (Fliss et al. 1991).

5.2. Anwendung der Agarkontakt-Methode

Fur mikrobiologische Monitoringuntersuchungen von Schlachttierkérpern im Rahmen der
Eigenkontrollen sind in der Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 Richt- und Grenzwerte definiert
(Europdische Kommission 2005). Im Fall von unbefriedigenden mikrobiologischen
Ergebnissen des allgemeinen Trends im Hygieneprozess missen MalRnahmen wie die
Verbesserung der Schlachthygiene oder die Uberpriifung der Prozesskontrolle erfolgen (Milios
et al. 2014). Die in dieser Verordnung aufgefihrten Grenzwerte fir die aerobe mesophile
Gesamtkeimzahl von Schweineschlachttierkorpern gelten nur fir im destruktiven Verfahren
(Gewebestanzprobe) entnommene Proben, welche nach dem Herrichten, aber vor dem
Kihlen genommen wurden (Europaische Kommission 2005). Die Auswahl aller zuldssigen
destruktiven und nicht-destruktiven Probenahmemethoden ist im Anhang 1 Kapitel 3 der
Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 (Europaische Kommission 2005) in Verbindung mit der ISO
17604 (2015) Standardnorm festgelegt. Jedoch ist die Verwendung von alternativen
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Untersuchungsmethoden unter der Voraussetzung zuldssig, dass diese gemal
Standardprotokollen zertifiziert wurden (Europaische Kommission 2005) und eine Validierung
die Korrelation dieser Ergebnisse mit denen der Gewebestanzprobe nachweisen kann (Pearce
und Bolton 2005).

Die Agarkontakt-Methode ist zum gegenwartigen Zeitpunkt dieser Arbeit nicht fir die
mikrobiologische Untersuchung von Schlachttierkoérpern validiert oder zertifiziert.

Anhand der in der Methodenvergleichsuntersuchung (Flrstenberg et al. 2024)
nachgewiesenen statistischen Aquivalenz zwischen den beiden nicht-destruktiven
Beprobungsmethoden bei hoheren Oberflachenkeimzahlen, kénnen die mikrobiologischen
Ergebnisse der Agarkontakt-Methode praziser bewertet und beurteilt werden. Die
Agarkontakt-Methode ist somit ein geeignetes Verfahren insbesondere fur die Bestimmung
des Hygienestatus von Schlachtschweinen und Schweineschlachttierkérpern, die einen hohen
Kontaminationsgrad aufweisen.

Insbesondere durch die Anwendung der Agarkontakt-Methode wurde die Durchflihrung einer
zum Zeitpunkt dieser Arbeit gegenwartigen longitudinalen Prozesskontrolle des
mikrobiologischen  Status in  einem  Schweineschlachtbetrieb  mit  moderner
Schlachttechnologie ermdglicht. Durch den entscheidenden Vorteil einer schnellen,
praktikablen und einfachen Probenahme konnten individuelle Schlachtschweine an sieben
Prozessstufen, beginnend im Wartestall bis zur Kiihlung, wiederholt beprobt werden, ohne
dass eine Unterbrechung der Schlachtroutine des Schlachtbandes notwendig war
(Firstenberg et al. 2023).

Lebensmittelunternehmer muissen nach Vorgabe der europdischen Gesetzgebung
Verordnung (EG) Nr. 852/2004 (Europaisches Parlament, Rat der Europaischen Union 2004a)
und Verordnung (EG) Nr. 853/2004 (Europaisches Parlament, Rat der Europaischen Union
2004b) in Verbindung mit der Durchfuhrungsverordnung Verordnung (EG) 2019/627
(Europaische Kommission 2019) sicherstellen, dass nur saubere Tiere am Schlachtbetrieb
angeliefert werden. In der AVV LmH sind grobe Bewertungskriterien fir die Sauberkeit
aufgeflhrt, da bei Verschmutzungen im Allgemeinen von einem Risiko fir eine fakale
Kontamination des Fleisches ausgegangen werden kann (Anonymous 2009). Eine
Kontamination von Schlachttierkérpern kann sich jedoch auch ohne visuell feststellbare
Verschmutzungen darstellen, daher werden longitudinale Prozessuntersuchungen zur
Ermittlung von moglichen mikrobiellen Kontaminationen, Kreuzkontaminationen oder
Rekontaminationen an verschiedenen Prozessstufen empfohlen (Gill 2004; Pearce et al. 2004;
Spescha et al. 2006). Eine schlachtbetriebsspezifische mikrobiologische Prozessanalyse an

mehreren Prozessstufen durchzuflihren, welche bereits im Wartestall nach Anlieferung der
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Schlachtschweine beginnt, eignet sich dafiir, Schwachstellen im Prozess zu identifizieren und
KorrekturmafRnahmen zielgenau umzusetzen.

Die Agarkontakt-Methode ermdglicht durch den entscheidenden Vorteil der tiergerechten
Probenahme am lebenden Tier eine Bestimmung der Oberflachenkeimzahl am
Schlachtschwein bereits im Wartestall (Firstenberg et al. 2023). Darlber hinaus lasst sich
durch die schnelle, einfache und praktikable Durchfiihrung der Probenahme eine wiederholte
Beprobung von individuellen Schlachttierkdrpern entlang des Schlachtprozesses realisieren,
ohne die Beprobungsmethode wechseln, ohne den Arbeitsablauf unterbrechen und ohne
Oberflachenmaterial groRflachig entfernen zu missen. Den wesentlichen Vorteil der
Probenahme wahrend des reguléren Betriebsablaufs bestatigten Untersuchungen von
Gebrauchsoberflachen in Lebensmittelbetrieben unter der Verwendung von gebrauchsfertigen
RODAC-Platten (Schulze und Hildebrandt 1994).

Um schlachtbetriebsspezifische Daten zu erheben, die mit den routinemaRig eingesetzten
Verfahren vergleichbar sind und eine objektive Beurteilung der Schlachthygiene ermdglichen,
ist es hingegen unerlasslich, dieselbe Beprobungstechnik Uber einen langeren Zeitraum

anzuwenden (Zweifel und Stephan 2003b).

5.3. Einfluss der Schlachttierkontamination

Basierend darauf, dass der Eintrag durch das Tier zu Beginn der Schlachtung als moglicher
Einfluss auf den Effekt des Schlachtprozesses zu bericksichtigen sei (Zweifel et al. 2007),
wurde in den eigenen Untersuchungen der Effekt der Kontamination zu Beginn der
Schlachtung auf die Oberflachenkeimzahl desselben Schlachtschweins am Ende der
Schlachtkette zum Zeitpunkt vor der Kiihlung genauer betrachtet (Furstenberg et al. 2023).

Basierend darauf erfolgte die vergleichende Bewertung der GKZ-Werte vom Perianalbereich
der funf Schlachtschweine mit den héchsten zu den funf Schweinen mit den niedrigsten GKZ-
Werten, sowohl nach Anlieferung im Wartestall als auch vor der Kihlung. Im Unterschied zu
den Ergebnissen von Zweifel et al. (2007) wurde bei der eigenen Betrachtung einzelner
Schweine festgestellt, dass unabhangig von der mikrobiologischen Belastung nach
Anlieferung der Tiere in den Schlachtbetrieb die GKZ-Werte am Ende der Schlachtkette auf
ein ahnliches Kontaminationslevel reduziert wurden (Firstenberg et al. 2023). Somit I&sst sich
aus der eigenen Prozessanalyse nachweisen, dass die Kontamination, welche am lebenden
Schlachtschwein im Wartestall ernoben wurde, keinen wesentlichen Einfluss auf die GKZ-
Werte der Schlachttierkdrper am Ende der Schlachtkette hat (Furstenberg et al. 2023). Im
Vergleich zu den von Bolton et al. (2002) ermittelten durchschnittlichen Hautkontaminationen
von 5 log KbE/cm? bei Endmastschweinen, liegen die eigenen erhobenen Werte mit

5,70 log KbE/cm? auf einem leicht héheren Kontaminationsniveau. Wie sich jedoch der
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Reduktionseffekt des Prozesses bei Tieren mit einer starkeren Verschmutzung und hdherer
Kontamination verhalt, kann auf Grundlage dieser Arbeit nicht bewertet werden. Der
untersuchte Schlachtprozess konnte die mikrobiologischen Ergebnisse auf ein ahnliches Level

harmonisieren (Firstenberg et al. 2023).

5.4. Beprobung lebender Schlachtschweine im Wartestall

Die Wasserberieselung von Schweinen im Wartestall zur Verbesserung ihres Wohlbefindens
kann Auswirkungen auf die bakterielle Kontamination von Schilachttierkérpern haben (Viltrop
et al. 2023). Bei der vergleichenden Betrachtung der zwei Prozessstufen vor und nach 5-
mindtiger Wasserberieselung der Schlachtschweine im Wartestall wurde ein statistisch
signifikanter Anstieg (p < 0,0001) der GKZ nach erfolgter Berieselung ermittelt (Firstenberg et
al. 2023). Diese Feststellung steht im Einklang mit den Ergebnissen einer Studie, die einen
statistisch signifikanten Anstieg des Gehalts an Enterobacteriaceae nach kontinuierlicher 30-
minutiger Wasserbesprihung bei Schlachtschweinen zeigte (Walia et al. 2017). Allerdings
wurde in einer weiteren Untersuchung auch festgestellt, dass das Bespriihen mit kaltem
Wasser die GKZ auf der Haut von lebenden Schlachtschweinen nicht verandert (Bolton et al.
2002).

Die eigene Methodenvergleichsuntersuchung, bei der fir die Agarkontakt-Methode
aquivalente Ergebnisse bei hohen Kontaminationen (durchschnittlich 6 log KbE/cm?)
nachgewiesen wurden, unterstreicht, dass diese im Wartestall erhobenen Daten

reprasentative Ergebnisse darstellen (Furstenberg et al. 2024).

Im Wartestall an den beiden Prozessstufen vor und nach dem Berieseln wurde bei insgesamt
funf individuellen Schlachtschweinen Salmonella nachgewiesen, wovon vier Salmonella-
positive Schlachtschweine auf einen Lieferbetrieb (A) und ein Salmonella-positives
Schlachtschwein auf einen anderen Lieferbetrieb (B) zurlckzufuhren sind (Furstenberg et al.
2023). Da diese funf monophasischen Salmonella Typhimurium Isolate mit der Antigenformel
1,4,12:i:- an demselben Beprobungstag und bei unterschiedlichen Lieferpartien nachgewiesen
werden konnten, besteht die Moglichkeit, dass die Schweine durch Salmonella-haltige
Fakalien in verschmutzten Wartestallabteilen kontaminiert wurden (Hurd et al. 2002). Bereits
eine Aufenthaltsdauer im Wartestall von zwei Stunden kann ausreichend sein, damit sich
Schweine mit Salmonella infizieren konnen (Hurd et al. 2001). Aufgrund der Tatsache, dass
positive Schweine Salmonella in den Schlachtbetrieb hineintragen und die Umgebung sowie
andere Lieferpartien kontaminieren kénnen (Gonzalez Santamarina 2019), deuten die eigenen
Resultate auf eine Moglichkeit der Kreuzkontamination zwischen den Schlachtschweinen im
Wartestall hin.
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Diese Ergebnisse sollten dennoch unter Berlicksichtigung folgender Aspekte betrachtet
werden: Im Wartestall kdnnten besonders die Lange des zeitlichen Aufenthalts der
Schlachttiere und die Reinigungs- und Desinfektionsmethoden einen wesentlichen Einfluss

auf die Hautkontamination haben (Delhalle et al. 2008).

5.5. Prozessstufe nach dem Betauben und Entbluten als Risikopunkt

In der eigenen Schlachtprozessanalyse wurde ein statistisch signifikanter Anstieg der GKZ im
Perianalbereich der Schlachttierkdrper nach dem Betduben und Entbluten ermittelt
(Furstenberg et al. 2023). Ubereinstimmend damit haben Studien die héchsten GKZ-Werte
nach dem Betduben und Entbluten erhoben (Bolton et al. 2002; Schertenleib et al. 2011;
Nastasijevic et al. 2018; Van Ba et al. 2019). Bedingt durch die Betdubung der
Schlachtschweine kdnnen Fakalien aus dem Rektum und Uber den Perianalbereich flieRen
(Swart et al. 2016) und den Schlachttierkérper kontaminieren. Im weiteren Prozess der
eigenen Untersuchung wurden hingegen statistisch signifikante Reduktionen durch die beiden
Stufen Brihen und Abflammen festgestellt (Flirstenberg et al. 2023).

Allerdings kann das Fleisch grundsatzlich wahrend der weiteren Schlachtung mit
austretendem Magen-Darminhalt in Kontakt kommen und somit das Risiko einer

Rekontamination bestehen (Bacon et al. 2000).

5.6. Oberflachenkeimzahlen an den Prozessstufen

Beim Vergleich der GKZ-Ergebnisse Uber die einzelnen Prozessstufen von Betaubung und
Entbluten bis nach der Eviszeration zeigten sich in der eigenen longitudinalen Untersuchung
mittels Agarkontakt-Methode vergleichbare Trends, wie sie in anderen europaischen Studien
mit Nass-Trocken-Tupfern (Spescha et al. 2006; Zweifel et al. 2007; Schertenleib et al. 2011)
bzw. Beprobungsschwammen (Wheatley et al. 2014) ermittelt wurden.

Allerdings muss bei der Bewertung unter anderem der Einfluss der jeweiligen Sauberkeit der
untersuchten Schlachtpartien, der Probenahmestellen, der Anzahl und Grolie der beprobten
Stellen sowie der individuellen Schlachtprozessstufen berticksichtigt werden.

Darliber hinaus ist es zwingend erforderlich, auch die Art der Verschmutzungen zu
bertcksichtigen.  Grundsatzlich  reduzieren die einzelnen  Prozessstufen der
Schweineschlachtkette die Verunreinigungen auf der Schlachttierkérperoberflache deutlich
(Ellerbroek et al. 2018). Stark anhaftende fékale Verschmutzungen koénnen jedoch
moglicherweise auch nach dem Entborsten auf der Schlachttierkérperoberflache bestehen

bleiben (Ellerbroek et al. 2018). Wahrenddessen kdnnen leicht anhaftende Verunreinigungen
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sich schneller auf dem Schlachttierkorper, die Umgebung und das Schlachtequipment
verteilen (Gill 2004).

Zweifel et al. (2007) schlussfolgerte auf Grundlage einer Schlachtprozessuntersuchung im
Gegensatz zu den eigenen Ergebnissen, dass die Eingangskontamination der Schlachttiere
moglicherweise einen Effekt auf die mikrobiologische Beschaffenheit des Fleisches am Ende

der Schlachtkette gehabt haben kénnte.

Im Allgemeinen konnten mit Hilfe von mikrobiologischen Ergebnissen der Agarkontakt-
Methode flir den untersuchten Schlachtbetrieb Anhaltspunkte gezeigt werden, wo systemische

und individuelle Defizite im Schweineschlachtprozess auftauchen.

5.7. Limitationen

5.7.1. Publikation |

Die Limitation der Agarkontakt-Methode beim Nachweis geringer Oberflachenkeimzahlen
untermauerte auch die im Zuge dieser Arbeit durchgefuhrte longitudinale Untersuchung im
Schweineschlachtbetrieb, wo insbesondere am Ende der Schlachtkette einzelne Resultate
unterhalb der Nachweisgrenze lagen.

In der Prozessanalyse wurde ausschliel3lich die Perianalregion der
Schweineschlachttierkérper einmalig beprobt. Um die Aussagekraft der Ergebnisse
umfassender bewerten zu kdnnen, besteht die Mdglichkeit, zusatzlich weitere Hautregionen
zu beproben und als Poolprobe zu verwenden. Die Verordnung (EG) 2073/2005 gibt die
Beprobung von vier Stellen eines jeden Schlachttierkérpers vor (Europaische Kommission
2005). In der Untersuchung von Ghafir und Daube (2008) wurde nachgewiesen, dass die
verschiedenen Oberflachenregionen des Schlachttierkérpers unterschiedlich stark
kontaminiert sein kdnnen.

Entscheidend fiir die Auswahl der Perianalregion als Beprobungsflache in diesem Projekt war
die Vermutung, dass hier die hdéchsten Oberflachenkeimzahlen durch den Austritt von
Darminhalt aus dem Rektum zu erwarten sind. Jedes Schlachtschwein bzw. jeder
Schlachttierkérper wurde einmalig beprobt, da ausschlieRlich dadurch eine longitudinale
Prozesskontrolle mit Wiederholungsbeprobungen realisiert werden konnte und weil eine

Probenahme am lebenden Tier mit so wenig Intervention wie mdglich verbunden sein sollte.
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Des Weiteren konnte in der Methodenvergleichsuntersuchung die Vergleichbarkeit der
Resultate nachgewiesen werden, die durch die Beprobung von Flachen mit einer geringen
GroBe von 20 cm? (Nass-Trocken-Tupferverfahren) und 23 cm? (Agarkontakt-Methode)

ermittelt wurden (Flrstenberg et al. 2024).

5.7.2. Publikation Il

Innerhalb der Prozessstufen am Ende der Schweineschlachtkette, an denen geringe
bakterielle Oberflachenbelastungen angenommen werden (Wheatley et al. 2014; Moura-Alves
et al. 2022), liegen die Resultate der Agarkontakt-Methode im Bereich der unteren
Nachweisgrenze. Diese Feststellung aus dem Feldversuch und die Ergebnisse unseres
experimentellen Versuchs mit niedriger Konzentration der kinstlichen Kontamination zeigen
die Grenzen der Agarkontakt-Methode fiir den Nachweis geringer Kontaminationen auf
Schlachttierkérperoberflachen auf. Da das Nass-Trocken-Tupferverfahren in der Lage war,
GKZ-Werte in allen Proben zu bestimmen, ist das Nass-Trocken-Tupferverfahren zur
Bestimmung der GKZ von frisch geschlachteten Schweineschlachttierkérpern mit niedrigen
Konzentrationen des zu erwartenden Oberflachenkeimgehalts besser geeignet als die
Agarkontakt-Methode (Furstenberg et al. 2024).

Um einen moglichen Einfluss der Grundkontamination auf der Schweinehaut ausschlieen zu
kénnen, ware es darlber hinaus moglich gewesen, die Schweinehaut vor dem Inokulieren zu
dekontaminieren.

Die Entscheidung, Schweinhautteilsticke nicht zu dekontaminieren, wurde getroffen, um die
realen Bedingungen einer Schlachttierkérperoberflache abzubilden. Des Weiteren wirde
durch ein mégliches Dekontaminieren die Haut unter anderem entfettet oder verandert, so
dass keine Vergleichbarkeit mehr bestiinde.

Auf Grundlage der in dieser Arbeit prasentierten Vorgehensweise kann nicht ausgeschlossen
werden, dass an anderen Stellen des Schlachttierkdrpers hdhere Werte ermittelt werden
kénnten. Da innerhalb einer Stunde noch keine feste Adhasion der aufgetragenen Bakterien
ausgebildet wird (Firstenberg-Eden et al. 1979) und die Ergebnisse des experimentellen
Versuchs im Bereich der aufgetragenen kiinstlichen Kontamination lagen, ist anzunehmen,

dass im Wesentlichen das Inokulat nachgewiesen wurde.
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Die Bestimmung der aeroben mesophilen Gesamtkeimzahl auf Schlachttierkdrpern eignet sich
im Speziellen zur Beurteilung der Prozesshygiene am Ende der Schweineschlachtkette. Fr
diese mikrobiologische Schlachttierkérperuntersuchung stehen verschiedene destruktive und
nicht-destruktive Techniken zur Verfliigung, welche unterschiedliche Vor- und Nachteile
aufweisen. Die Agarkontakt-Methode, bei der der Nahragar flir eine quantitative
Keimzahlbestimmung homogenisiert wird, basiert auf der Anwendung von Agarkontaktplatten.
Die Probenahmetechnik mittels Agarkontaktplatten ist flr die Untersuchung von
Gegenstanden nach DIN EN ISO 18593:2018 genormt und besitzt den entscheidenden Vorteil

einer schnellen und praktikabel durchfihrbaren Beprobung.

Um die Aussagekraft der Ergebnisse der Agarkontakt-Methode fur die Anwendung auf
Schweineschlachttierkérperoberflaichen  bewerten zu  kbnnen, wurde in einer
Methodenvergleichsuntersuchung die Agarkontakt-Methode mit dem nach DIN EN ISO
17604:2015-12 genormten Nass-Trocken-Tupferverfahren in Bezug auf den Nachweis der
aeroben mesophilen Gesamtkeimzahl verglichen. Dazu wurden beide Methoden in einem
experimentellen Ansatz mit inokulierten Schweinehautteilsticken und in einem
konventionellen Schlachtbetrieb auf Schweineschlachttierkdrpern untersucht.

Es ergab sich fiir beide Teilversuche eine statistisch signifikante Aquivalenz zwischen den
beiden nicht-destruktiven Beprobungsmethoden. Der Feldversuch im Schlachtbetrieb ergab
Oberflachenkeimzahlen des Schlachtkérpers, welche vereinzelt an oder unter der minimalen
Nachweisgrenze fiir die Agarkontakt-Methode lagen. Insgesamt war die Ermittlung einer
geringen Anzahl an Oberflachenkeimen mit der Agarkontakt-Methode weniger zuverlassig als
mit dem Nass-Trocken-Tupferverfahren. Allerdings wurde die Vergleichbarkeit der Ergebnisse
beider Methoden bei hohen Oberflachenkeimzahlen ermittelt. Insbesondere ermdglicht diese
praktikable und tiergerechte Methode die mikrobiologische Untersuchung von lebenden
Schlachtschweinen und Schlachttierkérpern an mehreren Schlachtprozessstufen, ohne den

Arbeitsablauf unterbrechen oder die Methode wechseln zu muissen.

Die Agarkontakt-Methode realisierte eine longitudinale Studie in einem industriellen
Schlachtbetrieb mit moderner Schlachttechnologie zur Bestimmung der Oberflachenkeimzahl
und Salmonellen von Schlachtschweinen, beginnend im Wartestall bis zur Prozessstufe vor
der Kihllagerung. Die Untersuchung ergab einen mit zahlreichen Studien vergleichbaren
Verlauf der Gesamtkeimzahl Uber den gesamten Schlachtprozess. Zudem konnten die

Berieselung im Wartestall sowie die Betdaubung und Entblutung als Stufen mit einem
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maoglichen Risiko der Kreuzkontamination identifiziert werden. Es konnte gezeigt werden, dass
die Agarkontakt-Methode einen wichtigen Beitrag zur Ermittlung von systemischen und
individuellen  Defiziten im  Schweineschlachtprozess und von  kontaminierten
Schlachtschweinpartien im Rahmen einer  zusatzlichen betriebsspezifischen
Schlachtprozessanalyse leisten kann. Die mit dieser einfachen Probenahmetechnik
erhobenen Gesamtkeimzahlen und Salmonellen auf Schweinehautoberflachen kénnen ein
sinnvolles und praktikables Mittel zur erganzenden Einschatzung und Optimierung der

Schlachthygiene sein.
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7. SUMMARY

The suitability of the agar contact method to determine the microbiological status of
pig skin and carcass surfaces along the pig slaughter process from the lairage to the

stage before chilling

The determination of the total viable count of aerobic mesophilic bacteria on carcasses is
particularly suitable for assessing the process hygiene at the end of the pig slaughter line.
Various destructive and non-destructive techniques are available for microbiological carcass
examination, which possess different advantages and disadvantages. The agar contact
method, in which the culture medium is homogenized for quantitative counting, is based on the
use of agar contact plates. Methods using agar contact plates are standardized according to
ISO 18593:2018 for testing devices with the decisive advantage of a fast and practicable

sampling procedure.

In order to evaluate the representativeness of the results of the agar contact method on pig
carcass surfaces, the agar contact method was compared with the wet-dry double swabbing
method standardized according to ISO 17604:2015-12 with regard to the detection of the total
viable count in a comparative study. For this purpose, both methods were investigated
comparatively firstly in an experimental approach on inoculated pig skin pieces and secondly
on pig carcasses in a conventional abattoir.

A statistically significant equivalence between the two non-destructive sampling methods was
found for both trials. The field trial in the abattoir showed carcass surface bacteria counts that
were at or below the minimum limit of detection for the agar contact method. Overall, the
recovery rate of a low number of surface bacteria with the agar contact method was less
reliable than with the wet-dry double swabbing method. However, for high carcass surface
bacteria counts, the comparability of the results of both methods was determined. In particular,
this practicable and animal equitable method offers the possibility of sampling live slaughter
pigs and realized sampling at various slaughter process stages without interrupting the

workflow or changing the method.

The agar contact method enabled a longitudinal study in an abattoir with current slaughter
technology for determining the total viable count and Salmonella of the slaughter pig surface,
starting in the lairage to the stage before chilling. The investigation revealed a trend of the total
viable count of the entire slaughter line comparable to various studies. In addition, showering

in the lairage pen as well as stunning and bleeding were identified as stages with a potential
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Summary

risk of cross-contamination. It could be shown that the agar contact method can contribute to
the identification of process stages with the potential risk for systemic and individual
deficiencies in the pig slaughter process and contaminated pig batches in relation of an
additional abattoir specific slaughter process analysis. The total viable count and Salmonella
isolates from pig skin surfaces recovered by such a simple sampling technique can be a useful

and practicable way for evaluating and optimizing the slaughter hygiene.
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