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EINLEITUNG

1 Einleitung

Die Ubertragung von Zoonosen und lebensmittelbedingten Krankheitsausbriichen innerhalb
der Lebensmittelkette kann {iber den Verzehr von kontaminierten Lebensmitteln bzw. rohen
Lebensmitteln tierischer Herkunft, wie Fleisch und Rohfleischprodukten, Milch,
Rohmilchprodukte und Fisch erfolgen. Hiufig auch erfolgt ein Ubertrag durch Verzehr
erhitzter und nachtraglich kontaminierter Produkte wie Kése aus pasteurisierter Milch oder
auch durch gerducherten Fisch. Gelegentlich werden Zoonoseerreger auch auf pflanzlichen
Lebensmitteln wie vorgeschnittenen Salaten gefunden (HARTUNG 2001).

Schafprodukte nehmen bei den Verbrauchern in arabischen Léndern, insbesondere in Syrien
einen hohen Stellenwert ein. Dagegen wird in der Schaf- und Ziegenfleischerzeugung mit
einer negativen Entwicklung in den Produktionsldndern inklusive Deutschland gerechnet.
Campylobacter, Salmonella, sowie auch Listeria, Yersinia und Escherichia coli sind die
Hauptverursacher fiir lebensmittelbedingte Erkrankungen in Deutschland und weltweit.

Dies ist auch in der Schaffleischgewinnungslinie zu beriicksichtigen.

Aufgabe dieser Studie war es, die Privalenz von thermophilen Campylobacter, Listeria spp.,
Escherichia coli, Yersinia enterocolitica und Salmonella in einem Schafschlachtbetrieb in
Brandenburg zu testen, um festzustellen, wie weit auch hier lebensmittelbedingte
Krankheitserreger aus der Haltung in die Schlachtung hinein und auch innerhalb des
Schlachtbetriebs und damit in den Fleischgewinnungsablauf verschleppt werden. Ermittelt
wurde das Auftreten der Erreger im Schlachtbetrieb sowie ein moglicher Zusammenhang mit

den Ergebnissen der Beprobungen auf verschiedenen Schathaltungsbetrieben.
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2 Literatur

2.1 Die Lebensmittelkette beim Schaf

Auch in der Uberwachung Lebensmittel liefernder Tiere miissen zunichst Analysen der
Gegebenheiten vorgenommen werden. Rechtlich war bereits mit der VO (EG) 178/2002 die
gesamte Lebensmittelkette von der Fiitterung der Tiere bis zur Verwertung anfallender
Nebenprodukte abgedeckt worden. Mit der Verordnung (EG) 854/2004 wurde erstmals die
Einheit von Haltung und Fleischgewinnung herausgestellt und in die Praxis der Uberwachung
umgesetzt (FRIES 2009).

Wird bereits auf die Gesundheit der in den Betrieb einkommenden Tiere und die
Beschaffenheit einkommender und vorhandener Stoffe geachtet und werden bereits in der
Haltung vorbeugende MaBnahmen betrieben, ist iiber das letztlich produzierte Tier iiber
Vorgeschichte und Herkunft mehr bekannt als wenn der Herkunftsbetrieb unbekannt bleibt.
Dies ist die Grundlage fiir den Aufbau der Lebensmittelkette, die Untersuchungs- und
Kontrollsysteme erweitern sich iiber die traditionelle Priifung der Tiere ante und post mortem
hinaus und beinhalten neben Haltungsdaten laborgestiitzte Untersuchungen, wo notwendig

(FRIES 2010).

Die Haupteintragsquelle von Zoonoseerregern liegt in der Primdrproduktion. Aus diesem
Grund muss der Bekdmpfung der Zoonoseerreger in diesem Bereich besondere
Aufmerksamkeit geschenkt werden, um eine Ubertragung in die Sekundirproduktion und bis
zum Verbraucher zu verhindern.

Nach VO (EG) Nr. 853/2004 (Informationen zur Lebensmitttelkette) diirfen die Tiere nur
geschlachtet werden, wenn dem Schlachtbetrieb bestimmte Informationen des Erzeugers zu
den aus seinem Bestand gelieferten Tieren vorliegen.

Danach diirfen die Schlachthofbetreiber keine Tiere in den Rdumlichkeiten des Schlachthofs
zulassen, wenn sie die relevanten Informationen in Bezug auf die Lebensmittelsicherheit nicht
erhalten haben. Diese Information miissen den Tiergesundheitsstatus des Herkunftsbetriebes,
den Gesundheitsstatus der Tiere, Produktionsdaten (die das Auftreten einer Krankheit
anzeigen konnten) und die Ergebnisse der Analysen von Proben (zur Diagnose von
Krankheiten, oder Proben im Rahmen der Zoonosen- und Riickstandsiiberwachung und -

bekdmpfung) enthalten. Aber auch auf die Sauberkeit der angelieferten Tiere hat das neue
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Hygienepaket- Einfluss. Gemid3 VO 853/2004 hat der Lebensmittelunternehmer dafiir zu
sorgen, dass die Haut oder das Fell von Tieren, die geschlachtet werden, sauber ist.

Im Schlachtbetrieb und wihrend des Schlachtprozesses bieten sich zahlreiche Moglichkeiten
fir eine Kontamination des Schlachttierkorpers und der Organe sowie fiir
Kreuzkontaminationen zu anderen Schlachttierkérpern mit pathogenen Bakterien an
(BUMANN 2010). Die Einhaltung einer guten Hygienepraxis beim Schlachtvorgang kann
jedoch die Wabhrscheinlichkeit einer Kontamination der bei gesunden Tieren sterilen
Muskulatur zumindest verringern und ist von Bedeutung, um einen Eintrag von
Zoonoseerregern in die Lebensmittelkette bestmdglich zu minimieren (ZWEIFEL et al. 2004;

ADAM und BRULISAUER 2010).

2.1.1 Haltung

Deutschland

Die Vereinigung Deutscher Landesschafzuchtverbdande (VDL) berichtete im Jahr 2006 {iber
Schafbestinde in der Welt (Abb. 2. 1). Der Bestand lag weltweit bei 1.024 Mrd., in der EU
bei 86 Millionen (VDL 2006).

China
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59% EU-25
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Abbildung 2. 1: Weltschafbestand im Jahr 2006 (VDL 2006)
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1860 hatte die Schathaltung in Deutschland mit 20 Millionen Tieren ihren héchsten Stand.
Seitdem verzeichnete sie eine abfallende Tendenz, der Bestand erreichte hundert Jahre spéter
seinen Tiefpunkt mit nur noch 700.000 Tieren in Westdeutschland. In der DDR sah es fiir die
Schafe deutlich besser aus. Nach der Wende kam es aber auch dort zu Einschnitten, 2004
grasten insgesamt 2,8 Mio. Schafe in Gesamtdeutschland (STRITTMATTER 2004).
Nach Angaben des statistischen Bundesamtes wurden im Mai 2009 in Deutschland knapp 2,4
Millionen Schafe ermittelt. Der Bestand an Schafen sank im Vergleich zur letzten Erhebung
im Mai 2008 um 2,7 % (DESTATIS 2009).
Zur Unterteilung und Beschreibung der unterschiedlichen Haltung kann man unterschiedliche
Kriterien heranziehen (Tab. 2. 1) (VDL 1995 und RAHMANN 1998):

e mit oder ohne Schéfer

e standortgebunden oder wandernd

¢ in Herden oder Kleingruppen

Tabelle 2. 1: Schathaltung in Deutschland 1994 (VDL 1995 und RAHMANN 1998)

Haltungsformen Anzahl der Schafhalter Anzahl der Schafe
Wanderschaftherden 862 534.183
Einzelherden 719 366.747
GroB3schéferei 143 167.436
Standortgebundene Schatherden 1.773 836.816
Gutsschiferei 156 82.939
Gemeinde/Genossenschaftsschéferei 154 103.403
Bezirksschiferei 1.164 557.442
Deichschéferei 299 93.032
Standortgebundene Schathaltung 68.755 959.731
Einzelschafhaltung (bis 4 Schafe) 25.839 71.849
Einzelschafhaltung (bis 5-9 Schafe) 13.685 72.028
Koppelschathaltung 29.211 811.054
Gangzjdhrige Stallhaltung 10 4.800
Gesamtzahlen 71.390 2.330.730

Nach KLUMPP et al. (2003) ist das Schaf als Wiederk&uer fiir die Verwertung von Futter mit
niedriger Nihrstoffkonzentration und hohen Rohfasergehalt besonders geeignet. Im
Gegensatz zum Rind ist das Schaf auch in der Lage, relativ geringwertigen Aufwuchs zu
nutzen und durch seine selektive Futteraufnahme eine Ration zusammen zu stellen, deren
Nahrstoffgehalt tiber dem Durchschnittswert des gesamten Aufwuchses liegt. Aufgrund dieser
Eigenschaften kann die Schathaltung vielerorts auf Grenzertragsstandorten stattfinden, auf

denen wegen geringer Bodenfruchtbarkeit, der Hanglage oder des Klimas der Anbau von
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Marktfriichten oder eine intensive Griinlandnutzung nicht mdglich sind (SCHLOLAUT
1992). Die Anpassung an natiirliche Standortbedingungen und betriebliche Voraussetzungen
brachte eine Vielzahl unterschiedlicher Haltungsformen fiir Schafe hervor. Unterscheiden
lassen sich die Hiitehaltung in ihren Auspragungen als standortgebundene Hiitehaltung, die
auch als Wanderschafhaltung bezeichnet wird (WINKELMANN 2005) sowie die
Koppelhaltung (KORN 2001; SCHLOLAUT 1992; BURGKART 1998 und MARTEN 1986).

Syrien

Das International Center for Agricultural Research in the Dry Areas in Syrien (Aleppo) hat
2007 berichtet, dass es rund 15 Millionen Schafe alleine in Syrien gab. Ihre Zahl hat sich in
den letzten Jahrzehnten vervierfacht. Ein Grund hierfiir ist das rasche Bevilkerungswachstum
(ICARDA 2008).

Die Schafhaltung in Syrien basiert fast ausschlieBlich auf Awassi-Schafen. Diese sind eine
heimische Schafrasse, die auch fiir ungiinstige Naturbedingungen gut geeignet ist. Die
steigende Nachfrage nach Fleisch, Milch und Wolle flihrt dazu, dass immer mehr Schafe
gehalten werden.

In Syrien gibt es drei verschiedene Schafhaltungssysteme: Extensiv, intensiv und halb-
intensiv. Die traditionelle Weidehaltung auf den Steppen (Extensivhaltungssystem) ist die
verbreiteteste Haltungsform, sie nutzt Steppen, die anderweitig nicht bewirtschaftet werden
konnen. Dieses System ist abhdngig vom Zustand der Steppen und den Niederschlagen. Im
Intensivhaltungssystem werden die Schafe im Stall gehalten. Die Mutterschafe produzieren
bei dieser Haltungsart mehr Fleisch und Milch als in der Extensivhaltung. Das Halb-
Intensivhaltungssystem verbindet beide. Der GroBteil der Schafe wird dabei im Stall gehalten,

nur die Mutterschafe suchen sich ihre Nahrung auf der Weide (HIJAZI 2010).

Im Jahr 1999 wurden in Syrien 14 Millionen Schafe gehalten, sie lieferten 75 % des im Lande
erzeugten Fleisches und 38 % der in Syrien produzierten Milch. Der Bedarf an Milch, vor
allem fiir den Verzehr als frische Trinkmilch wird jedoch nicht erfiillt. Unter den
Bedingungen extensiver Verfahren wird die Milch hauptsichlich zu Kédse und Butter
verarbeitet. Lediglich 7-8 % der Schafmilch sind als Trinkmilch, Joghurt und Quark verfiigbar
(KROCKER et al. 1999).
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2.1.2  Technologie der Fleischgewinnung von Schafen

Nach der Irisch Farmers’ Association (IFA) sind Schafe und Ziegen in der EU ein wichtiger
Bestandteil der Fleischproduktion. Im Bereich der Schlachtung sind Schafe die
Hauptkategorie im Vergleich zu Ziegen (Abb. 2. 2). In den letzten zehn Jahren schwankte die
Zahl der geschlachteten Schafe (in 1000 Tonnen) in der EU zwischen 717 und 1.046 (IFA
2011).

Der Gesamtvorgang gliedert sich in Betdubung, Entbluten, Entvliesen, Evisceration und ggf.
Spalten des Tierkorpers (Schlachtkorper von als Haustiere gehaltenen Huftieren diirfen in
Schlachthéfen in Halften oder Viertel und Schlachtkorperhdlften in maximal drei
groBmarktiibliche Teile zerlegt werden). Der Schlachtkorper und fiir den menschlichen
Verzehr bestimmte andere Teile des Korpers miissen, mit Ausnahme von Schweinen sowie
Kopfen und Fiilen von Schafen, Ziegen und Kélbern, vollstindig enthdutet werden. Die
Kopfe und FiiBe miissen so behandelt werden, dass jede Kontamination anderen Fleisches

vermieden wird (VO (EG) 853/2004).
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Abbildung 2. 2: Geschlachtete Schafe und Ziegen in 1000 Tonnen in der EU (IFA 2011)
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Die Betdubung macht das Tier empfindungs- und wahrnehmungslos (§4 Tierschutzgesetz).
Nach der VO (EG) Nr. 1099/2009 (iiber Schutz von Tieren zum Zeitpunkt der Totung) diirfen
beim Schaf folgende Betdubungsmethoden verwendet werden:

e Kopfschlag (bei Schaf- und Ziegenldmmern bis zu einem Gewicht von 5kg zuldssig)

e Feuerwaffenschufl

e Bolzenschuf3

e Elektrische Durchstromung

Entblutung

Schafe werden nach der Betiubung auf einen Schlachtschragen gelegt oder mit dem
Hinterbein an einen Rahmenhaken oder Rohrbahnhaken gehingt und entblutet.

Das Entbluten erfolgt mittels Durchtrennen der Hauptblutgefdle im Halsbereich. Es muss
moglichst rasch nach dem Betduben vorgenommen werden. Die Zeitdauer zwischen
Betdubung und Entbluteschnitt richtet sich nach der Betdubungsart. Beim Halsschnitt ist in
der Schweiz darauf zu achten, dass beide Halsschlagadern eréffnet werden und ein mdglichst
groBBer Blutverlust in kurzer Zeit erreicht wird, bevor weitere Aktivititen erfolgen (BVET
2004).

Fir die Elektrobetdubung gilt einheitlich, dass bei der Liegendentblutung spitestens 10
Sekunden und bei Entblutung im Hingen spitestens 20 Sekunden nach Beginn des
Stromflusses der Entbluteschnitt erfolgen muss (TVT 2001).

Die entbluteten Tierkorper werden nach Absetzen der Hinterfiile und Losen des Vlieses liber
den Sprunggelenken an den Fersenbeinen aufgehingt, der Kopf und die Vorderfiile abgesetzt,

entvliest und die Becken-, Bauch- und Brusteingeweide entnommen (PRANDL et al. 1988).

Entvliesen

AnschlieBend werden die Schafe vollstindig manuell bzw. maschinell entvliest. Das
maschinelle Entvliesen wurde entwickelt, um die Kontamination auf Karkassen und die
Schlachtprozess-Kosten beim Schaf zu reduzieren (NOTTINGHAM et al. 1974).

In vielen Schlachtbetrieben wird das Entvliesen konventionell (Aufhingen an den
Hinterextremititen) oder invertiert (Aufhidngen an den Vorderextremititen) durchgefiihrt

(Tab. 2. 2).
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Tabelle 2. 2: Entvliesen: Traditionelle- und Invert-Technik (BISS und HATHAWAY 1998)

Traditionelle Technik Invert-Technik
Die Karkassen werden an den Die Karkassen werden an den
Hinterextremititen aufgehéngt und das Vlies  Vorderextremitdten aufgehingt, das Vlies
zuerst an Hinterextremititen danach am wird an Vorderextremititen zuerst
Bauch und dann an Vorderextremitaten mechanisch entfernt

manuell entfernt, das Umdrehen erfolgt direkt
nach dem Entvliesen

Die Entvlies- Technik mittels Gas, um das Vlies von der Karkasse zu 16sen, ist in der EU als
Verfahren zur Reduzierung des Hautverlusts durch Schnitte und zur Erleichterung des
Vorganges zugelassen. Hier wird gepresste Luft mechanisch zur Vliesentfernung unter das
Vlies gepresst (VAN HOOF 2001). Weiterhin berichteten andere Studien aus Italien, dass
diese Technik die Oberflichen-Kontamination der Karkassen reduzieren kann (CENCI

GOGA et al. 1996 und SEVERINI et al. 2000).

Eviszeration
Anschliefend werden die Schafe zum Ausweiden an Rahmenhaken gehingt (BACHARI
2003).

2.2 Hygiene der Lebensmittelkette

VAN HOOF (2001) priifte die Entvlies- Technik mittels Gas, das unter die Haut der
Karkassen gepumpt wurde, und stellte fest, dass dies der kritischste Punkt fiir die
Kontamination der Schafkarkassen war. Es gab wenige mikrobiologische Unterschiede (in
Bezug auf GKZ, Enterobacteriaceae und Staphylococcus spp.) zwischen den Karkassen, die
mit Gas entvliest wurden, mit Ausnahme der Stelle der Nadeleinfiihrung. Mittels
Nadelsterilisation konnte diese mikrobiologische Kontamination reduzieren werden.

Ziel der ,,Hazard Analysis and Critical Control Points* (HACCP) ist, die Prévalenz von
Pathogenen im Tierkdrper zu vermeiden und die mikrobiologische Kontamination wéhrend
der Bearbeitung soweit wie moglich zu begrenzen (ANONYMOUS 1993). In Irland wurde
die mikrobiologische Qualitdt von Lammkarkassen (Hals, Bein und Flanke) wihrend des
Schlachtprozesses an vier Positionen (vor und nach dem Entvliesen, nach der Evisceration
und nach dem finalen Waschen vor der Kiihlung) gepriift (SIERRA et al. 1997). Ein

Unterschied zwischen den Schlachtphasen war nicht festzustellen.
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BISS und HATHAWAY (1998) haben die sichtbare und mikrobiologische Kontamination
von Lammkarkassen bei der Invert- und der traditionellen- Technik verglichen. Bei der
Invert-Technik lagen die Mittelwerte der GKZ und die E.coli- Zahlen nach dem Entvliesen
am Bein bei log 1.86 KbE/ cm? bzw. 1,71 KbE/ cm? und an der Lende bei log 0,13 KbE/ cm?
bzw. 0,05 KbE/ cm”. Im weiteren Prozess bis zur Verpackung stiegen diese Werte signifikant
an. Bei der traditionellen Technik waren die Werte hoher als bei der Invert- Technik, die
Mittelwerte der GKZ und E.coli- Zahlen lagen nach dem Entvliesen am Bein bei log 4,66
KbE/ cm? bzw. 2,71 KbE/ cm’ und an der Lende bei log 2,21 KbE/ cm’ bzw. 0,24 KbE/ cm’.
Im weiteren Prozess war auch hier keine signifikante Auswirkung erkennbar.
BISS und HATHAWAY (1998) haben mogliche kritische Kontrollpunkte dargestellt:
e Zustand der Tiere und des Vlieses vor der Schlachtung (einschlieBlich Vermeidung des
Waschens vor der Schlachtung)
e Invert-Technik beim Entvliesen, Kontakt zwischen Mitarbeitern und Karkassen
e Reduzierung des Kontaktes innerhalb der Schlachtlinie zwischen Tierkorper und
Fleischbeschauer

e Kiihlung, wobei es in dieser Stelle nur ein niedriges Niveau von Kontamination gibt

2.2.1  Aerobe Gesamtkeimzahl und Enterobacteriaceae

2.2.1.1 Der Prozessablauf

Konventionelle- und Invertiert-Technik

GILL et al. (2000) haben die mikrobiologische Belastung auf Schafkarkassen mittels
konventioneller Authdngen an den Hinterextremitdten und invertierter Authingen an den
Vorderextremitéiten gepriift. Der Mittelwert der GKZ war bei der konventionellen Technik

hoher als bei der Invert-Technik.

Entvliesen

Die sichtbare und mikrobiologische Kontamination in der Enthdutung entsteht entweder durch
direkten Kontakt des Vlieses mit dem Fleisch oder durch den Kontakt mit Hidnden und
Ausrilistungsgegenstanden (GILL 1987).

Wihrend des Entvliesens der Lammkarkassen (traditionell bzw. Invert-Technik) stellten sich
fiir die mikrobiologische Kontamination fiir beide Technik ein signifikanter Unterschied
(p<0,01) heraus. Die weitestgehende Reduzierung der sichtbaren und mikrobiologischen

Kontamination wurde erzielt, wenn Kontakt zwischen Hdnden und Karkassen wahrend der
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Enthdutung nicht bestand. Die Invert- Technik war besser als die traditionelle geeignet, um

die Kontamination zu reduzieren (WHYTE et al. 2002).

Das Vlies
HOLDER und HADLEY (1996) haben die Vlies-Sauberkeit und den Hygienezustand bei
Lammkarkassen (England) untersucht. Die Tiere wurden 5 verschiedenen Kategorien
zugeordnet:

1. sauber und trocken, nur wenig lose anhaftendes Stroh

2.trocken, nicht-fakale Verschmutzungen mit anhdngendem Stroh

3.anhingende fikale Verschmutzungen im gesamten Bauchbereich

4.schwere, trockene fiakale Verschmutzungen im gesamten Bauchbereich

5.starke Kontamination der gesamten Unterseite inklusive aller Extremitéten mit feuchten

und abtropfenden fakalen Verschmutzungen

Diesen Kategorien wurden die Mittelwerte der GKZ und der Enterobacteriaceae von

Vlieskontamination zugeordnet (Tab. 2. 3).

Tabelle 2.3: GKZ und Enterobacteriaceae auf Schafkarkassen auf Basis von 5 Kategorien der
Vliesverschmutzung (HOLDER und HADLEY 1996)

Kategorien GKZ (KbE/ cm®) Enterobacteriaceae (KbE/ cm”)
1 2,43 +£0,45 0,18
2 2,71 £0,62 0,12
3 3,65+ 0,67 1,07
4 4,54 £ 0,77 1,17
5 5,10+ 0,84 1,92
p-Wert zwischen den <0,001 <0,001
fiinf Kategorien

Mit verstirker Belastung des Vlieses stiegen die Werte fiir die GKZ und die
Enterobacteriaceae an. Auch das Vlies beeinflusste das Ergebnis: Kontaminiertes langes Vlies
bewirkte eine hohe GKZ und hohe Werte an Enterobacteriaceae, d. h. Frithjahrslimmer (die
nach einigen Monaten Lebensdauer geschlachtet werden) hatten ein kurzes Fell und waren
weniger kontaminiert als Schafe mit langem Vlies, dagegen wiesen élter Schafe (die erst im

folgenden Winter geschlachtet wurden) ein ldngeres Vlies auf (Tab. 2. 4).
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Tabelle 2. 4: GKZ- und Enterobacteriaceae Werte bei Schafen mit kurzem und langem Vlies
(HOLDER und HADLEY 1996)

Untersuchungsziel .y N . .
(log10 KbE/ cm?) Friithjahrsldimmer (kurzes Vlies) Alte Schafe (langes Vlies)
GKZ 2,43+0,45 5,10+0,84
Enterobacteriaceae 0,18 1,92

Auch nach HADLEY et al. (1997) hatten der Vlieszustand Auswirkungen auf die
mikrobiologische Belastung der Schafkarkassen: Karkassen mit einem schmutzigen Vlies
wiesen grof3e Mengen von Mikroorganismen und Enterobacteriaceae auf.
BYRNE et al. (2007) stellten auf das Vlies bezogene Risikofaktoren zusammen. 200 Schafe
wurden in fiinf Gruppen unterteilt:

A: sauber und trocken

B: sauber und nass

C: schmutzig und trocken

D: schmutzig und nass

E: mit sichtbarem Kot
Die Karkassen wurden nach dem Entvliesen an vier Stellen mittels Tupfer- Methode auf
Gesamtkeimzahl (GKZ), Enterobacteriaceae und Coliforme untersucht. Je nach Trockenheit
des Vlieses war die Kontamination signifikant unterschiedlich. Bei schmutzigen Schafen
waren die Enterobacteriaceae- und Coliformen- Zahlen hoéher als bei sauberen Schafen,
unabhingig von Feuchtigkeit und Trockenheit.
Die Sauberkeit des Vlieses ist ein wichtiger Aspekt in der Hygiene der
Schaffleischgewinnung. In Untersuchungen von BISS und HATHAWAY (1995) in
Neuseeland beeinflusst bereits der Sauberkeitszustand der lebenden Tiere die
mikrobiologische Beschaffenheit des Vlieses und damit die Belastung des ausgeschlachteten
Tierkorpers. Ein langes, feuchtes und verschmutztes Vlies war mikrobiologisch belastet (4,63
KbE/ cm®). Ein geschorenes Vlies fiihrte zu niedrigeren Keimgehalten auf der Oberfliche der
Karkasse (3,93 KbE/ cm?), Tierkdrper von Schafen mit langem Vlies wiesen einen héheren
Keimgehalt auf, insbesondere wenn das Vlies gewaschen wurde und feucht blieb, d. h. der
Vlies- Status der zum Schlachtbetrieb kommenden Lémmer wurde als Hauptfaktor der
mikrobiologischen Qualitit der Karkassen angesehen. Das Vlies musste anschlieBend
getrocknet werden, wenn eine Reinigung durchgefiihrt wurde. Optimal ist ein sauberes,

trockenes und kurz geschorenes Vlies (FRIES 2009).
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BISS und HATHAWAY (1996) priiften vier Schlachtbetriebe (A, B, C und D) in Neuseeland.
Der hochste Mittelwert (GKZ und E.coli quantitativ) lag bei den gewaschenen,
ungeschorenen Karkassen in den Schlachthéfen A und B (Tab. 2. 5). Die sichtbare
Kontamination (Schmutz- und Fékal-Verunreinigungen) auf gewaschenen Karkassen war
niedriger als auf ungewaschenen Karkassen.

In beiden Schlachtbetrieben lagen die Mittelwerte der GKZ und die Zahl der E.coli auf
geschorenen Lammkarkassen niedriger als die Mittelwerte bei den ungeschorenen
Lammbkarkassen in Gruppen, die gewaschen worden waren.

In den Schlachtbetriecben C und D wurde der Kontaminationszustand der Extremitdten
verglichen, in Schlachtbetrieb C waren GKZ und Zahl der E.coli an den Vorder- und
Hinterextremitidten der gewaschenen Karkassen hoher als bei ungewaschenen Karkassen
(Tab. 2. 6). Im Vergleich von Vorder- und Hinterextremitéten lagen die Mittelwerte der GKZ
und die Zahl der E.coli auf den Vorderextremititen niedriger als auf den Hinterextremitéten,
Dieses gilt sowohl fiir gewaschene als auch flir ungewaschene Vlies.

Im Schlachtbetrieb D wurden die hochsten Werte auf den Vorderextremitdten gefunden (Tab.

2.7).

Tabelle 2. 5: GKZ und E.coli bei gewaschenen und ungewaschenen Lammkarkassen (BISS
und HATHAWAY 1996)

GKZ ( KbE/ cm?) Zahl der E.coli (KbE/ cm?)
TK
gewaschen | ungewaschen | gewaschen | ungewaschen
Sauber/ 5,02 3,97 1,49 0,89
Schlachtbetrieb | geschoren | (4,80-5,24) | (3,74-4,21) | (0,99-1,99) | (0,56-1,23)
A Sauber/ 5,36 4,54 2,11 0,54
ungeschoren | (5,25-5,46) | (4,41-4,67) | (1,88-2,34) | (0,29-0,78)
Sauber/ 4,54 4,42 0,99 0,72
Schlachtbetrieb | geschoren (4,39-4,69) | (4,22-4,63) | (0,82-1,17) | (0,46-0,99)
B Sauber/ 5,16 4,36 1,32 0,38
ungeschoren | (4,98-5,33) | (4,22-4,49) | (1,05-1,59) | (0,15-0,61)
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Tabelle 2. 6: GKZ und E.coli fiir 25 TK (gewaschenes und ungewaschenes Vlies in den
Schlachtbetrieben C und D (Mittelwert) (BISS und HATHAWAY 1996)

GKZ ( KbE/ cm?) Zahl der E.coli (KbE/ cm?)
Viertel
gewaschen | ungewaschen | gewaschen | ungewaschen
Vorderviertel 3,81 3,45 0,62 0,39
Schlachtbetrieb (3,61-4,02) | (3,25-3,64) | (0,38-0,87) | (0,16-0,63)
C Hinterviertel 4,69 4,41 1,55 1,23
(4,43-4,69) | (4,19-4.63) | (1,14-1,95) | (0,79-1,66)
Vorderviertel 422 4,64 1,37 1,17
Schlachtbetrieb (3,94-4,49) | (4,32-4,97) | (0,78-1,95) | (0,66-1,69)
D Hinterviertel 3,92 3,79 1,17 1,21
(3,45-439) | (3,29-4,29) | (0,58-1,76) | (0,64-1,77)

CENCI GOGA et al. (1996) haben das Entvliesen von Lammkarkassen mit und ohne Gas
(Italien) gepriift, es wurden Tupferproben entnommen und mikrobiologisch untersucht. Es
fanden sich keine groBlen Unterschiede zwischen beiden Methoden (Tab. 2.7). Die
Mittelwerte der mikrobiologischen Kontamination waren fiir alle untersuchten Karkassen

akzeptabel.

Tabelle 2. 7: Mikrobiologischer Status enthéuteter Karkassen (mit und ohne Gasanwendung)
(CENCI GOGA et al. 1996)

Untersuchungsziel kggg;tﬁ;)ﬂ mittels Gas (KbE/ cm?)
GKZ 1,65-2,22 1,97-2,82
Coliforme 0,00-0,08 0,06-0,71
Staphylococcus spp. 0,87-1,38 1,14-1,78

LARSEN et al. (2009) haben die hygienischen Effekte des Entvliesens an Lamm- und
Rinderkarkassen einmal mittels Messer und einmal mit Gas (das Gas wurde unter die Haut
des Tierkorpers gepumpt) dargestellt. Der Mittelwert der GKZ (Brust) war (wihrend des
Schlachtprozesses und nach der Kiithlung) bei der Gas- Methode signifikant niedriger (log 1,0
KbE / cm?) als beim Einsatz von Messern (log 2,0 KbE / cm?) (p < 0,0001).

Karkassen
Eine Studie in Indien zeigte eine hohe Vielfalt der Mikroflora auf Schafkarkassen im Verlaufe
der Evisceration, wobei die Zahl von Staphylococcus aureus bei log 3,15 £ 0,18 KbE/ cm2,

Bacillus cereus bei log 3,10 = 0,08 KbE/ cmz, Clostridium spp. bei log 0,76 = 0,06 KbE/ cm?
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und Klebsiella aerogenes bei log 3,22 £0,22 KbE/ cm” lag. Die hochste Privalenz zeigte sich
bei Staphylococcus epidermidis (41,6 % der Karkassen), an zweiter Stelle lag Klebsiella
aerogenes (31,9 %) und der niedrigste Anteil wurde von Clostridium spp. (7,8 %) gestellt
(BHANDARE et al. 2010).

In einer Studie (SIERRA et al. 1995b) zum Gehalt von Enterobacteriaceae und fikalen
Coliformen (< 1 log;o KbE/ cm?) beeinflusste die technische Einrichtung der Schlachtbetriebe
und die Art des Schlachtvorganges die ermittelten Werte nicht signifikant.

In einer anderen Studie in den USA (HAUGE et al. 2011) reduzierte eine ,,Pasteurisation
(mittels Spriih-Technik mit 82 °C warmem Wasser fiir 8 s auf den Oberflichen der
Lammkarkassen vor der Kiihlung) die Gesamtkeimzahl auf Lammkarkassen, wobei der
Mittelwert der GKZ auf nicht pasteurisierten Lammkarkassen bei log 5,55 KbE/ cm” lag und
auf pasteurisierten Karkassen bei log 4,60 KbE/ cm®. Nach 24 h Kiihlung sank der Mittelwert
bis auf log 4,81 KbE / cm” fiir unpasteurisierte Lammkarkassen und bis auf log 4,28 KbE/cm®
fiir pasteurisierte Karkassen. Die Enterobacteriaceae- Zahl lag auf nicht pasteurisierten
Karkassen bei log 3,78 KbE/ cm?, wihrend sie auf pasteurisierten Karkassen bei log 1,41
KbE/ cm” lag, Enterobacteriaceae sanken deutlich nach 24 h Kiihlung auf log 1,94 KbE/ cm®
auf nicht pasteurisierten Karkassen und auf log 0,49 KbE/ cm® auf pasteurisierten Karkassen

(p < 0,001).

In Griechenland wurde eine Dampf- Spriih- Technik mit 90 °C fiir 8-10 s auf Lammkarkassen
direkt vor der Kiihlung eingesetzt und mit Karkassen ohne Dampfeinsatz verglichen. Bei
Lammbkarkassen ohne Dampf stiegen die GKZ und Enterobacteriaceae von Position (nach
dem Entvliesen) zu Position (nach der Evisceration) an. Im Allgemeinen zeigten die
Ergebnisse untereinander keinen signifikanten Unterschied (p > 0,05), wobei der Mittelwert
der GKZ bei log 6,00 KbE/ cm” vor der Dampf-Anwendung und bei log 5,90 KbE/ cm? nach
der Dampf-Anwendung lag. Enterobacteriaceae lagen vor der Dampf-Anwendung bei log
4,04 KbE/ cm” und bei log 3,09 KbE/ cm? danach (MILIOS et al. 2011).

ZWEIFEL und STEPHAN (2003) sammelten von 580 Schafkarkassen in drei
Schlachtbetrieben (A, B und C) in der Schweiz Proben mittels der Nass-Trocken-Tupfer-
Methode (NTT). Der héchste Wert (GKZ) lag bei log 3,8 KbE/ cm® (Brust) und 3,5 KbE/ cm®
am Hals, der niedrigste Mittelwert lag bei log 2,5 KbE/ cm® an der Schulter. 68,1 % der
Karkassen und 15,2 % der untersuchten Proben waren Enterobacteriaceae-positiv (42,2 % an

der Brust und 2,6 % an den Hinterbeinen).
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Die Struktur der Schlachtbetriebe und die Schlachttechnik konnten die Karkassen-
Kontamination beeinflussen. Gefunden wurden Sal/monella (10 %), Aeromonaden (33 %),
Yersinia enterocolitica (20 %) und Escherichia coli (56,6 %) (SIERRA et al. 1995a).
VANDERLINDE et al. (2005) kontrollierten Lammer- und Schaf-Karkassen im Zeitraum
vom Januar 2000 bis Juni 2001 in Australien. E.coli wurde zu 19,9 % auf Lammerkarkassen
und zu 32,5 % auf Schafkarkassen nachgewiesen. Nach dem Ausbeinen hatten die
ungekiihlten Karkassen den hochsten E.coli-Gehalt.

Eine deutliche Variation des mikrobiellen Kontaminationslevels auf Karkassen und Fleisch
(20-10° KbE/ cm® bzw. 2x10” KbE/ cm”) wurde in Australien wihrend der Schlachtprozesse
bei Rind- und Lammfleisch gefunden. Mehr als 70 % der Karkassen hatten 10° KbE/ cm?, das
verwendete Schneidebrett war die Hauptquelle fiir mikrobielle Ausbreitung wéhrend des
Ausbeinens. Der Kontaminationsgrad der Karkassen spielte eine Rolle in der Kontamination
wihrend des Ausbeinens (WIDDERS et al. 1995).

Im Bereich von lebensmittelrechtlichen Vorschriften in Osterreich darf rohe Schaf- und
Ziegenmilch von hoher Giiteklasse nur wenige Bakterien (< 5,0 x 105 KBE/ ml) und keine
humanpathogenen Krankheitserreger enthalten (SCHODER et al. 2010). Im Rahmen einer
Hygieneinspektion wurden in Osterreich 53 biuerliche Milchdirektvermarkter aus der
entsprechenden Datenbank der Landesveterindrbehorde ausgewdhlt, 53 Tankmilchproben
(BTM= bulk tank milk) gezogen und die Gesamtkeimzahl, der Gehalt an Coliformen, E.coli
und Staphylococcus aureus bestimmt. 49,1% (26 von 53) bzw. 11,3 % (6 von 53) der BTM-
Proben iiberstiegen die gesetzlichen Grenzwerte von 5,0 x 10° KBE/ ml fiir die
Gesamtkeimzahl und 2,0 x 10° KBE/ ml fiir Staphylococcus aureus. Coliforme wurden in
77,4 % (41 von 53) der BTM-Proben gefunden, der Mittelwert des Coliformen-Gehaltes lag
bei log 7,0 x 10* KBE/ ml. Die E.coli- Zahl lag zwischen 3,0 x 10* KBE/ ml und 1,0 x 10!
KBE/ ml (SCHODER et al. 2010).

Kiihlung

In den USA wurde die Kontamination auf Lammkarkassen nach 24 Stunden Kiihlung gepriift,
Tupfer- Proben wurden von Hiifte, Brust und Keule genommen. Der Mittelwert der GKZ der
entnommenen Proben lag im Frithling bei log 4,23 KbE/ cm® im Winter bzw. im Herbst bei
log 4,42 KbE/ cm?, d. h. die GKZ war im Friihling niedriger als die GKZ im Winter bzw. im
Herbst (p < 0,05). fiir E.coli gab es keinen Unterschied zwischen den Jahreszeiten (DUFFY et
al. 2001).
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In Siidaustralien wurden in vier Schlachtbetrieben und 13 sehr kleinen Fleisch verarbeitenden
Betrieben die mikrobiologischen Profile vom verarbeitetem Fleisch mittels Schwammtupfer-
Proben nach der Kiihlung untersucht. Bei 364 Schafkarkassen lag der Mittelwert der GKZ bei
log 2,59 KbE/cm?, E.coli fand sich auf 36,2 % der gesamten Karkassen mit einer Belastung
von logio 0,27 (Tab. 2.8, SUMNER et al. 2003).

Einen geringen Unterschied gab es zwischen der GKZ-Zahl in Schlachtbetrieben und in
fleischverarbeitenden Betrieben; in den Schlachtbetrieben lag der Mittelwert der GKZ bei log
2,80 KbE/ cm’ auf Karkassen und in den fleischverarbeitenden Betrieben bei 2,44 KbE/cm?
(SUMNER et al. 2003).

Tabelle 2. 8: GKZ, E.coli und Coliforme auf Schaftkarkassen (logjo)
Untersuchungsziel =~ nach dem nach der nach dem

Land (log KbE/cm®)  Entvliesen Kithlung  Entbeinen Quelle
GKZ 4,42
. DUFFY
USA E.coli 0,70 et al. (2001)
Coliforme 1,18
' PHILLIPS
Australien GKZ 3,55 3,3 etal. (2001)
' GKZ 2,59 SUMNER
Sudaustralien
E coli 027 et al. (2003)

Die Hygiene des Kiihlungsprozesses kann durch regelméiBige Uberwachung der
Kiihltemperatur gewihrleistet werden. Nach JONES 1993 spiegelte der Prozess- Hygiene-
Index (ein numerischer Wert) die Moglichkeit des bakteriellen Wachstums wider, er wurde
fiir die Bewertung der Kiihlungsprozesse beim Lamm vorgeschlagen.

Im Zeitraum von Juni 1981 bis April 1982 wurden in Agypten 312 Proben von verschiedenen
Organen und Muskeln kranker, normaler, getdteter und missgebildeter Schafkarkassen
gesammelt und untersucht. Die bakterielle Belastung war bei getoteten und normalen Schafen
im Sommer hoher als im Winter, die GKZ im Winter war 3 h nach der Schlachtung hoéher als
24 h nach der Kiihlung. Die Mehrheit der Isolate bestand aus E.coli, Staphylococcus, Proteus
vulgaris, Enterobacter aerogenes, Corynebacterium ovis, Acaligenes faecalis, Actinomyces
israelii, Citrobacter freundii, Pneumokokken und Enterokokken (GODA et al. 1986).
LOVATT et al. (2006) entwickelten einen Prozesshygiene-Index (PHI) zur Bewertung von
E.coli-Ergebnissen nach der Schlachtung und wéhrend der Kiihlung (Neuseeland). Die E.coli-
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Zahl war am Ende des Kiihlungsprozesses niedriger als nach der Schlachtung oder mit dem
maximalen akzeptablen Level vergleichbar.

In Australien lag der Mittelwert der GKZ bei tiefgefrorenen Karkassen bei 3,55 KbE/ cm” und
bei tiefgefrorenen, entbeinten bei 3,30 KbE/ cm” (PHILLIPS et al. 2001).

2.2.1.2 Umgebung (Geriite)

Die Sauberkeit der eingesetzten Messer gilt als hygienewirksam. Traditionell werden die
Messer von Hand in Wasser (20 - 40 °C) gewaschen und dann kurz in Wasser mit einer
Temperatur von 82 °C getaucht. Alternativ werden zwei Messer eingesetzt.

In einer Untersuchung von EUSTACE et al. (2007) wurde die traditionelle Methode
(Handreinigung und dann fiir 1 bis 30 Sekunden Eintauchen in 60 °C heisses Wasser) gepriift
und alternativ die Messer nach dem ersten Waschen direkt auf den Karkassen eingesetzt. Es
wurden nur unwesentliche Unterschiede zwischen beiden Prozessen gefunden (Tab. 2. 9).
18,5 % (24 von 130) der untersuchten Messer waren bei der traditionellen Technik E.coli-

positiv und 22,3 % (29 von 130) beim alternativen Prozess.

Tabelle 2. 9: GKZ und E.coli in einem Schlachtbetrieb (EUSTACE et al. 2007)
Untersuchungsziel auf den Karkassen (log;o KbE/ cm?)

Messerschnitt
GKZ E.coli
Traditionelle Technik 1,95 0,90
Alternative Technik 1,69 0,76

Der Sauberkeitsgrad der Ausriistung beeinflusste auch den Kontaminationsgrad der
Karkassen: GILL et al. (1999) berichten iiber Keime auf ungeniigend gereinigten
Ausriistungen beim Zerlegungsprozess von Schafkarkassen. Die Karkassen wurden an drei
Probenahmestellen auf Schulter, Lende und Bein beprobt (insgesamt 25 Proben mittels der
Tupfer- Methode), die Proben wurden iiber drei Perioden (jeweils 15 Tage) gesammelt. GKZ,
Zahl der Coliformen und Zahl der E.coli blieben unbeeinflusst, die Zahl der Aeromonaden
stieg um etwa das Zweifache an. Der Mittelwert (GKZ) im Bereich des Forderbandes lag bei
log 5,25 KbE/ cm2, bei Coliformen bei log 3,96 KbE/ cm? und fiir Aeromonaden bei 3,26
KbE/ cm”. Bei 25 Proben von sauberen Stahlgewebehandschuhen lag der Mittelwert (GKZ)
bei log 10,14 KbE/ cm?, fiir Coliforme bei log 5,54 KbE/ cm?, fiir E.coli bei log 4,73 KbE/

cm” und fiir Aeromonaden bei log 8,30 KbE/ cm”.
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2.2.2  Thermophile Campylobacter

2.2.2.1 Genus Campylobacter

Bei den Bakterien der Gattung Campylobacter handelt es sich um gramnegative, sporenlose,
schlanke, gebogene Stidbchen, die 0,2 - 0,5 um breit und 0,5-5 um lang sind. Sie gehdren zur
Familie der Campylobacteriaceae. Sie erscheinen S-formig und bewegen sich mit einer
charakteristischen, korkenzieherartigen Bewegung, die sie durch eine uni- oder bipolare
monotriche Begeillelung erreichen. Die Wachstumstemperatur von Campylobacter liegt
zwischen 37 °C und 42 °C, das Temperaturoptimum bei 42 °C (LUANGTONGKUM 2005).
Die Erreger bendtigen eine mikroaerophile Atmosphére mit einer Sauerstoffkonzentration
zwischen 3 % und 15 % und einer Kohlendioxidkonzentration von 3-5 % (HOLT et al. 1994).
Sie sind Oxidase- positiv, die Katalasereaktion féllt unterschiedlich aus (SMIBERT 1994;
SELBITZ 2002; GLUNDER und HINZ 2005). Bisher wurden mehr als 20 Spezies
identifiziert, von denen C.jejuni, C.coli und C.lari die wichtigsten humanpathogenen Spezies

sind (RKI 2005).

2.2.2.2 Campylobacter beim Menschen
Campylobacter- Keime sind die haufigste Ursache von bakteriellen Magen-Darm-
Entziindungen in Europa, Nordamerika und Australien. Die jdhrlich gemeldeten Zahlen in

diesen Landern erhohten sich wihrend der letzten 2-3 Jahrzehnte (JEPSEN et al. 2009).

Europa

Infektionen durch Campylobacter sind weltweit verbreitet, Erkrankungen treten in der
warmen Jahreszeit in Europa vermehrt auf (RKI 2005).

Berichte iiber iibertragbare Krankheiten werden in den Léndern der EU und EEA/EFTA
(European Economic Area/ European Free Trade Association) jahrlich erstellt. Im Jahr 2007
waren Campylobacter-Infektionen die hiufigste Zoonose in der EU mit 200.507 Fallen, was
im Vergleich zum Vorjahr (175.561) einen Anstieg von 14,2 % darstellt (EFSA 2009).

Im Jahr 2007 wurden 203.708 Campylobacterinfektionsfille aus den 25 Mitgliedstaaten sowie
Island, Liechtenstein und Norwegen iibermittelt (ECDPC 2009). Die Inzidenz in der EU und
den EEA/EFTA Liandern in 2007 lag bei 47 Fillen pro 100.000 Einwohner
(MARCHEGGIANI et al. 2009).

In Deutschland lag Campylobacter in 2008 bei 79,0 pro 100.000 Einwohner (64.742 Fille)
mit einer geringen Absenkung auf 76,6 pro 100.000 Einwohner im Jahr 2009 (62.789 Fille)
(RKI 2009).
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In Deutschland waren Campylobacter- Enteritiden bis zum Jahr 2003 (47.876 iibermittelte
Campylobacter-Enteritiden- Félle) wie im Vorjahr nach den Salmonellosen die hiufigste
potenziell mit Lebensmitteln assoziierte Erkrankung. Die Inzidenz betrug im
Bundesdurchschnitt 68,3 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner (2002), im Jahr 2003 lag sie
bei 58,0 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner (RKI 2004). Als seltene Komplikationen
konnen das Guillain-Barré-Syndrom (eine mit L&hmungserscheinungen einhergehende
Nervenerkrankung) sowie Gelenkentziindungen auftreten (RKI 2004).

Von 1991 bis 2001 stieg in Dédnemark die Inzidenz von Campylobacter- Infektionen bis auf
das Vierfache und hat sich seitdem stabilisiert. Im Jahr 2001 wurden 87 Infektionsfille pro
100.000 Einwohner ermittelt, wiahrend es im Jahr 2007 71,5 Falle pro 100.000 Einwohner
waren (JEPSEN et al. 2009). Im Jahr 2007 wurden in Déanemark 3.868 Humanfille von
Campylobacteriose gemeldet. Von 164 gepriiften Isolaten waren 91 % C.jejuni und 9 %
C.coli (DFVF 2007).

In Irland wurde (fiir 2008) von 1.758 Fillen von Campylobacteriose berichtet (Health
Protection Surveillance Center) mit einer jdhrlichen Inzidenzrate von 41,4 Féllen pro 100.000
Einwohner (FSAI 2010).

Im Jahr 2008 wurden in Osterreich laut vorldufigem Jahresbericht 4.963 Fille von
Campylobacteriose registriert. Dies entspricht einer Abnahme von 19,1 % gegeniiber dem
Jahr 2007. Trotzdem war die Campylobacteriose in allen Bundesldndern die haufigste
Lebensmittel-assoziierte Infektion. Die Inzidenz lag bei 59,7 Féllen pro 100.000 Einwohner.
Wie in den vergangenen Jahren waren die meisten Campylobacter- Infektionen auf C.jejuni

zuriickzufiihren, zweithaufigste Spezies war C.coli (BMG 2008).

USA
Das Foodborne Diseases Active Surveillance Network (FoodNet) des CDC berichtete 2009
aus 10 US- Bundesstaaten iiber eine Campylobacter-Inzidenz von 13,02 pro 100.000
Einwohner (6.033 Félle von insgesamt 17.468 Labor bestétigten Infektionsfillen) (CDC
2010).

In Australien hat sich die Campylobacter-Inzidenz wiahrend der vergangenen 15 Jahre

erhoht, wobei im 2005 bis zu 121,4 Personen /100.000 Einwohner betroffen waren
(STAFFORD 2010).
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2.2.2.3 Campylobacter bei Tieren

Infektionen mit Campylobacter

C.jejuni und C.coli sind in der Natur nahezu ubiquitdr verbreitet. Sie kolonisieren als enterale
Kommensalen ein breites Spektrum von Wild- und Haustieren wie freilebende Vogel und
Séugetiere, aber auch Nutztiere, vor allem Gefliigel und mit geringerer Pravalenz Milchrinder
und Schweine. Haushunde und Katzen sind ebenfalls betroffen. Gefliigel ist iiberwiegend mit
C.jejuni kontaminiert, C.coli kommt {iberwiegend bei Schweinen vor (RKI 2005). Wild- und
Haustiere, insbesondere Gefliigel, Wildvogel und Rinder sind ein wichtiges Reservoir fiir

Campylobacter (MARCHEGGIANI et al. 2009).

Europa

Im Jahr 2008 wurden in Deutschland Hiihner- und Masthdhnchenherden untersucht mit einer
Nachweisrate von 53,9 % (BfR 2010). Untersucht wurden auch Rinderherden, 6,73 % der
Herden waren positiv, es wurden hauptsichlich C.jejuni, gefolgt von C.coli, isoliert (BfR
2010).

In UK wurden 443 Isolate von C.jejuni und C.coli aus 2031 Kotproben verschiedener Tiere
(Rinder, Schafe, Schweine, eine Reihe Vogelarten und Kleintiere) gesammelt, die hdchste
Pravalenz lag bei Gefliigel mit 41 %, bei Schweinen lag sie bei 26,7 %, bei Vogeln bei 23,7
%, bei Katzen bei 4,5 % und bei Hunden bei 1,3 % (OGDEN et al. 2009).

Von lebendem Gefliigel waren 24 von 25 Tupferproben Campylobacter- positiv (80,6%
C.jejuni und 19,4 % C.coli), bei geschlachtetem Gefliigel waren alle Proben (25 von 25)
Campylobacter - positiv, davon 62 % C.jejuni und 37,2 % C.coli. In 0,8 % der Isolate konnte
nicht zwischen C.jejuni und C.coli unterschieden werden (COLLES et al. 2010).

In Brno (Tschechische Republik) wurden von insgesamt 302 Zuchtfasanen 70,2 % (n = 212)
Campylobacter positiv getestet. Bei Wildfasanen waren 27,5 % (n = 55) von 200 Tieren
positiv (BORILOVA 2007).

In Irland wurden Proben im Einzelhandel untersucht, die Inzidenz von Campylobacter lag
bei Hahnchen bei 90 %, bei Puten bei 56 % und bei Enten bei 100 % (MORAN et al. 2010).
Von 114 durch Lebensmittel iibertragenen Krankheiten (1992 bis 2009 Health Protection
Agency) wurde von 73 Campylobacteriose- Fillen (64 %)  berichtet, davon war
Gefliigelfleisch mit 38 % (43 von 114) die hiufigste Quelle der Infektion, Leber und nicht
ausreichend erhitztes Fleisch waren ebenfalls mit diesem Erreger verbunden (LITTLE et al.

2010a).
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Thermophile Campylobacter wurden in 93 Schlachtbetrieben in UK bei Rindern (54 %) und
bei Schweinen (69,3 %) (Darmproben) isoliert (MILNES et al. 2008).

Asien

In Indien (Kalkutta) waren von 620 Proben von gesunden und kranken Tieren 128 (20,6 %)
der Proben waren Campylobacter -positiv, davon waren 90 (14,5 %) C.jejuni, 25 (4 %) C.coli
und 13 (2 %) C.lari. Die meisten positiven Campylobacter-Isolate fanden sich bei Hithnern
und Enten mit 63 Isolaten (39,3 %), bei Rindern mit 22,2 % (CHATTOPADHYAY et al.
2001).

In Syrien wurden 480 Héhnchenfleischproben aus dem Handel in verschiedenen Regionen
untersucht. Die Priavalenz von Campylobacter spp. betrug 27,7 % mit hoheren Nachweisraten
im Sommer (32,08 %) als im Winter (23,33 %), C.jejuni war die dominierende Spezies
(MELLY et al. 2007). In einer anderen syrischen Studie wurden 900 Proben aus
Masthdahnchenschlachtbetrieben mittels Tupfermethode entnommen. Campylobacter spp.
wurde in 46 % der Hautproben, in 34 % der Leberproben und in 20,7 % der Brustproben
ermittelt. C.jejuni war die beherrschende Spezies mit 90,1 %, C.coli wurde in 9,9 % isoliert

(MELLY et al. 2008).

Afrika
In Senegal wurden innerhalb zweier Jahre (2000 und 2001) Broiler-Herden aus 70 Farmen

gepriift, 63 % der Herden waren Campylobacter-positiv, C.jejuni war die vorherrschende

Spezies (p < 0.05) (CARDINALE et al. 2004).

Neuseeland
In Neuseeland wurden unerhitzte Fleischproben verschiedener Tierarten (Einzelhandel)
getestet, C.jejuni und C.coli waren in 89,1 % bei Hithnern, 9,1 % bei Schweinen, in 3,5 % bei

Rindern und in 10 % bei nicht abgesetzten Kélbern nachweisbar (WONG et al. 2007).

Durch Campylobacter ausgeloste Krankheiten beim Tier

Europa

In Danemark wurden Campylobacter fetus subsp. fetus bei Mutterschafen mit Abortfillen
(missgebildete Lammer) isoliert (AGERHOLM et al. 2006).
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In UK (Lancashire) wurde auf 15 Milchschaf- und 4 Schaffarmen (Kotproben) C.coli
(47,4%), C.jejuni (13,7%), C.fetus (12,3%) und C.lari (0,05%) isoliert (GROVE-WHITE et
al. 2010).

Von 134 Farmen im Nordost- und Stidwestschottland (Kotproben von Schafen) wurde eine
Campylobacter- Pravalenz von 26 % ermittelt (C.jejuni 14,7 % und C.coli 6,9 %). Bei
Rindern lag die Campylobacter-Privalenz bei 22 %, C.jejuni bei 22,9 % und C.coli bei 2,4 %
(ROTARIU et al. 2009).

USA

In den US-Bundesstaaten Iowa, Idaho, Siiddakota wund Kalifornien war C.jejuni
vorherrschende Ursache fiir Aborte des Schafs anstelle von C.fetus, 66 von 71 C.jejuni-
Isolaten waren mit Schafabort verbunden (SAHIN 2008).

Asien
CHATTOPADHYAY et al. (2001) fanden bei erkrankten Tiere hohe Campylobacterfunde als
bei gesunden Tieren (Tab. 2. 10).

Tabelle 2.10: Campylobacter- lIsolate von verschiedenen Proben- Kategorien in Indien
(CHATTOPADHYAY et al. 2001).

Quelle Proben-Zahl Campylobacter-positiv (%)
Rind

mit Diarrhoe 45 22,2

gesund 75 5,3
Schafund Ziege

mit Diarrhoe 30 33,3

gesund 70 1,4
gesunde Schwein 70 37,1
Hund

mit Diarrhoe 18 16,6

gesund 12 8,3
Hiihner und Enten 160 39,3
Stuhlproben (human) 140 7,1
gesamt 620

Im Osten der Tiirkei waren von 610 gesunden Schafen 302 (49,5 %) Campylobacter-positiv,
davon waren 103 (34,1 %) C.jejuni-positiv, 100 (33,1 %) C.coli-positiv und 16 (11,9 %)
positiv fiir beide Spezies (C.jejuni und C.coli) (ACIK und CETINKAY A 2006).
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Afrika
In Athiopien wurden insgesamt 192 von 485 gesunden Tieren als Campylobacter-positiv
ermittelt, davon 135 (70,3 %) C.jejuni, 51 (26,6 %) C.coli und 6 (3,1 %) C.lari (KASSA et al.
2007).

Neuseeland
Campylobacter fetus spp. fetus verursacht Abort beim Schaf und fiithrt zu Ldmmerverlusten
bis zu 70 %. In Neuseeland war Campylobacter fetus subsp. fetus die Hauptursache des

Schafaborts, C.jejuni und C.coli auch eingeschlossen (MANNERING 2006).

2.2.2.4 Campylobacter in der Schaflebensmittelkette

Im Bestand

Europa

Hauptreservoir sind Gefliigel und wilde Vogeln (PARK 2002; JONES 2002). Campylobacter
wurde auch bei Wiederkduern nachgewiesen (EFSA 2011).

In Lancaster (UK) war die Ausscheidungsrate von Campylobacter bei Schafen niedriger als
die Belastungsrate im Darm, gepriift wurden geschlachtete Schafe im Schlachtbetrieb
(JONES et al. 1999).

Auf drei Beweidungstypen in Lancaster (UK) wurde die Ausscheidungsrate von
Campylobacter bei Schafen gepriift. C.jejuni war die Hauptspezies mit 90 %, wihrend C.coli
zu 8 % und C.lari zu 2 % nachgewiesen wurden (JONES et al. 1999).

Am Schlachtbetrieb in Preston in Lancashire wurde Material des Magendarmtrakts von
geschlachteten Ldmmern getestet und mit Fékalproben von Weideschafen verglichen,
Campylobacter wurde vom Diinndarm der geschlachteten Limmern zu 91,7 % isoliert,
wihrend der Mittelwert bei den Weideschafen bei 29,3 % lag (STANLEY et al. 1998).

Aus Fiakalproben von 120 Schafen im Baskenland wurde thermophile Campylobacter zu

55,0 % isoliert (OPORTO et al. 2007).

USA
In Ontario (USA) wurde in 2005 Campylobacter in einer Menge von 17,6 % der Proben
ermittelt, davon waren 22,3 % der Tretmist-, 14,7 % der Wasser- und 8,7 % der

Fakalienproben Campylobacter-positiv (SUTHERLAND et al. 2009).
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Im Schlachtbetrieb

Europa

In 93 Schlachtbetrieben im UK wurden thermophile Campylobacter aus Darmproben zu 43,8
% 1isoliert (MILNES et al. 2009). In Schottland wurden Untersuchugen durchgefiihrt.
C.jejuni wurde in Kotproben zu 46,3 %, auf Vlies zu 70 % und auf Schafkarkassen zu 71,3 %
gefunden, C.coli zu 8,7 % von Kotproben, vom Vlies zu 15 % und von Karkassen zu 11,3 %
(GARCIA et al. 2010).

In Wartestéllen dreier Schlachtbetriebe im Siidwestengland wurden Umgebungstupfer
entnommen, in 5,6 % der Fille wurde Campylobacter getunden (SMALL et al. 2002). In
Schlachtbetriebs-Abfillen von Schafen im UK wurden C.jejuni und C.coli zu einem Anteil
von 30,6 % ermittelt (BOLTON et al. 1985).

In Spanien gelang von Lammkarkassen aus drei Schlachtbetrieben kein Campylobacter-
Nachweis (SIERRA et al. 1995a).

Von 653 geschlachteten Schafen aus zwei schweizerischen Schlachtbetrieben wurden
Blinddarmproben auf Campylobacter spp. untersucht, 61,3 % der Farmen waren
Campylobacter- positiv mit einer Priavalenz von 17,5 % (114 von 653), davon waren 64,9 %

C.jejuniund 35,1 % C.coli (ZWEIFEL et al. 2004).

USA

In den USA wurden Karkassen wihrend des Schlachtprozesses und im Kiihlraum mittels
Schwammproben an Brust, Hiifte und Beinen gepriift, die Campylobacter- Nachweisrate lag
bei 0,3 % (7 von 2226) aller Proben (DUFFY et al. 2001). Vor und nach der Eviszeration
wurde Campylobacter in einer Menge von 0,5 % und 0,6 % gefunden (DUFFY et al. 2001).

Australien

In Australien waren 1,29 9% der gepriiften Schafkarkassen Campylobacter-positiv
(VANDERLINDE et al. 1999). Die Pravalenz von Campylobacter lag bei 8,0 % in Kotproben
geschlachteter Limmer (BAILEY et al. 2003).

Im Einzelhandel

Europa

In UK wurde auf Rotfleischproben zwischen 2003 und 2005 eine Campylobacter - Quote von
7,2 % festgestellt, Hammelfleisch hatte die hochste Campylobacter- Kontamination mit
12,6% (LITTLE et al. 2008).
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In Osterreich wurde rohe Schaf- und Ziegenmilch bei Milchdirektvermarktern untersucht,
C.jejuni wurde in 1,3 % der 160 untersuchten Tankmilchproben nachgewiesen (SCHODER et
al. 2010).

Von verschiedenen Fleischprodukten im Einzelhandel in Istanbul (Tiirkei) wurden 120
Hammelkarkassen auf thermophile Campylobacter getestet, sie waren zu 21,6 % positiv,

C.coli stellte die meisten Isolate mit 63,9 % (BOSTAN et al. 2009).

Asien
In Iran wurden 722 Fleisch-Proben gepriift, Lammfleisch wies die hochste Pravalenz auf mit

12,0 % Campylobacter positiver Proben (RAHIMI et al. 2010).

In Neuseeland wurde C.jejuni und C.coli von frischem Lamm-und Hammelfleisch isoliert,
die Privalenz lag bei beiden Probenarten bei 6,9 %. In der Mehrheit wurde C.jejuni isoliert
(WONG et al. 2007). Ebenfalls in Neuseeland waren von 272 Schafleberproben 180 (66,2 %)
Campylobacter-positiv. Die Mehrheit der positiven Proben wies quantitative Werte <3 MPN/
g (Most Probable Number) auf, 12 (6,7 %) lagen hoher als 100 MPN/ g (CORNELIUS et al.
2005).

2.2.3  Listeria

2.2.3.1 Genus Listeria

Listerien sind Gram-positive, nicht sporulierende, stibchenférmige (0,4-0,5 x 0,5-2 um),
bewegliche Bakterien mit fakultativ anaerobem Stoffwechsel, sie gehdren zur Familie der
Listeriaceae. Das Temperaturoptimum liegt bei 30 - 37°C. Bei 20 - 25°C sind die Bakterien
peritrich begeielt und zeichnen sich durch eine charakteristische Taumelbewegung aus
(HOLT et al. 1994). Dagegen ist bei 30-37 °C keine Bewegung zu erkennen und die
Flagellin-Synthese ist deutlich reduziert (WAY et al. 2004). Die Gattung Listeria umfasst
derzeit sechs Arten: Listeria monocytogenes, L.ivanovii, L.seeligeri, L.innocua, L.welshimeri
und L.grayi (DOYLE und BEUCHAT 2007). Von den sechs Arten sind nur L.monocytogenes
und L.ivanovii als Krankheitserreger bekannt. Listeria monocytogenes ist die einzige Art, die
human- und tierpathogen ist (MERTINS 2008). Listeria denitrificans wurde aus der Gattung
Listeria herausgenommen und in eine neue Gattung Jonesia platziert als Jonesia denitrificans

(ROCOURT 1988).
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2.2.3.2 Listeria beim Menschen

Europa

Die Listeriose befidllt primédr Schwangere, Neugeborene und Personen mit geschwichtem
Immunsystem (SWAMINATHAN und SMIDT 2007), sie ist Lebensmittel-libertragbar mit
hohen Raten von Todesfillen in Europa (DENNY und MCLAUCHLIN 2009), verursacht
durch z B. Weichkédse aus Rohmilch oder ,ready to eat“ Fleisch (SWAMINATHAN und
SMIDT 2007). Im Jahr 2009 wurden 14 Listeriose-Fille in Osterreich und Deutschland
bekannt, davon 4 Todesfille in einer Altersgruppe zwischen 58 und 88 Jahren (FRETZ et al.
2010). Etwa 10 % aller in Deutschland an das Robert Koch-Institut (RKI) iibermittelten
Listeriosefdlle mit invasiven Verldufen endeten todlich (RKI 2010). In den Jahren 2001 bis
2009 wurden insgesamt 3.092 Listeriosefille ibermittelt (Minimum: 217 Erkrankungsfélle in
2001, im Jahr 2006 lag das Maximum bei 513 in und in 2009 bei 396), das entspricht einer
durchschnittlichen jdhrlichen Inzidenz von 0,4 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner (RKI
2010).

Seit 2001 wird ein Anstieg von Listeriose-Fillen in den Mitgliedsstaaten der EU festgestellt
(LITTLE et al. 2010b). Die Zahl der Erkrankungen blieb mit 1.554 bestdtigten Fillen im Jahr
2007 auf dem gleichen Stand wie in 2006. Auch EU-weit weisen Listeriosen beim Menschen
eine hohe Sterblichkeitsrate (20 %) auf (EFSA und ECDC 2009). Ein Abflachen wurde im
2008 (11 %) beobachtet, 1.381 Infektionsfdlle wurden gemeldet (ECDC und EFSA 2010).

In Irland wurden zwischen 2000 und 2003 im Durchschnitt 6,5 Listeriose- Fille pro Jahr
(0,17 pro 100.000 Einwohner pro Jahr) bekannt (FSAI 2009), im Vergleich zu 2008 wurden
13 Fille (Inzidenz von 0,3 pro 100.000 Einwohner) ermittelt (FSAI 2009).

UK

Im Zeitraum von 1990 bis 2004 (England und Wales) wurden 1.187 Erkrankungen gemeldet,
darunter waren 522 (44 %) Todestfélle (GILLESPIE et al. 2006).

Zwischen 2001 und 2007 wurde in England von 1242 Fiéllen berichtet, davon waren 13 %
Schwangeren- Fille, 76 % der Fille waren Personen > 60 Jahre (GILLESPIE 2010).

In Frankreich (Januar bis Juni im 2007) wurden 159 Félle gemeldet, d h. 5,6 Félle/ 1 Million
Einwohner (GOULET et al. 2008).
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In Osterreich wurden (1997 bis 2007) 150 Listeriosen kulturell verifiziert, 9,3 % (14 von
150) waren Schwangerschafts-assoziiert. Die jahrliche Inzidenz der Listeriose betrug im
Durchschnitt 0,168 pro 100.000 Einwohner. Bei den 14 Schwangerschaftsassoziierten
Listeriosen fanden sich 3 Aborte, 1 Totgeburt sowie ein Todesfall bei einem 15 Tage alten
Saugling (5/14 = 35,7 %) (KASPER et al. 2009). Nach KASPER et al. (2009) ergab die
Serotypisierung der 150 Isolate von L.monocytogenes aus Osterreich von 1997 bis 2007
folgende Serovar (SV) Verteilung:

SV 4b: 54 %,

SV 1/2a: 31,3 %,

SV 1/2b: 10 %,

SV 1/2c: 2,7 %,

SV 4d: 1,3 %,

SV 3a: 0,7 %

In Spanien waren die beherrschenden Serotypen 4b (75,8 %) und 1/2a (18,2 %) (GARRIDO
et al. 2008).

In Italien wurden von 25 klinischen Isolaten beim Menschen die folgenden Serovaren

nachgewiesen: 1/2a (46,3 %), 4b (42,6 %) und 1/2b (11,1 %) (MAMMINA et al. 2009).

USA

Im Jahr 2009 berichtete das Foodborne Diseases Active Surveillance Network (FoodNet) des
CDC aus 10 US- Bundesstaaten iiber eine Listeria-Inzidenz von 0,34 pro 100.000 Einwohner
(158 Fille von insgesamt 17.468 Labor bestitigten Infektionsfdllen), diese Inzidenz war bei
Personen > 50 Jahre sehr hoch (0,82) mit einer Todesrate (CFR= Case Fatality Rate) von 17,5
% (CDC 2010).

2.2.3.3 Listeria bei Tieren

Wiederkauer sind eine wichtige Quelle fiir die Listeriose bei Menschen. Bei Wiederkduern
kann L.monocytogenes neurologische Erkrankungen und Aborte verursacht (ESTEBAN
2009).

Europa

In UK war Rindfleisch zu 15,3 % der untersuchten Lebensmittel Listeria-positiv (LITTLE et
al. 2010b). In UK wies Gefliigelfleisch eine Quote von L.monocytogenes von 65,6 % (21von
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32) auf, Rindfleisch von 34,6 % (9 von 26) und Schweinfleisch von 28,1 % (9 von 32) (Mac
GOWAN et al. 1994).

Im Baskenland (Spanien) wurden Fékalproben untersucht. L.monocytogenes fand sich zu
46,3 % bei Milchkiihen, zu 30,6 % bei Fleischrindern und zu 14,2 % bei Schafen (ESTEBAN
et al. 2009). In Galicien (Spanien) wurde L.monocytogenes in Milchfarmen zu 6,1 % von
Milch-, zu 9,3 % aus Silage- und zu 6,0 % von Kotproben isoliert (VILAR et al. 2010).

In Irland wurde auf Milchkuh-Farmen L.monocytogenes zu 19 % (57 von 298) isoliert (FOX
et al. 2009).

In Griechenland wurden Rinder von der Farm iiber Rindfleisch im Schlachtbetrieb bis zum
Endprodukte untersucht, die Pravalenz von L.monocytogenes lag im Durchschnitt fiir Kot bei
19 % (4,8-29 %), fiir das Fell bei 12 % (10-13 %) und beim Rindfleisch (,,raw beef products*)
bei 10 % (1,6-24 %) (RHOADES et al. 2009).

In Italien wurde L.monocytogenes in Gefliigelfleisch zu 8,5 % und bei gerauchertem Lachs

mit einer Pravalenz von 10,6 % isoliert (LATORRE et al. 2007).

USA

In den USA wurde in mit Listeriose infizierten Rinderbestinden eine L.momnocytogenes
Pravalenz von 24,4 % festgestellt, wihrend bei anderen Rinderbestéinden (als Kontrolle: nicht
mit Listeriose infiziert) 20,2 % ermittelt wurden (NIGHTINGALE et al. 2004). In Zentral-
und Siidkalifornien wurde L.monocytogenens im Kotproben von Rindern zu 3,1 % und von

Kiélbern zu 3,8 % nachgewiesen (MOHAMMED et al. 2009).

Asien

In Jordanien wurden 240 Rind- und Gefliigelfleischproben gepriift, isoliert wurden
L.innocua bis zu 23,3 % (56 von 240), L.welshimeri zu 15 % (36 von 240) und
L.monocytogenes zu 17,1 % (41 von 240). L.monocytogenes wurde von 23 (19,2 %)
Rindfleisch- und 18 (15 %) Gefliigel-Proben isoliert (AWAISHEH 2010).

In der Tiirkei wurde in Hiihnerfleisch eine Rate von 18 % L.monocytogenes festgestellt,

Fisch war zu 1 % und Weichkése zu 5 % positiv (AKPOLAT et al. 2004).

Afrika
In Athiopien (Addis Ababa) waren 26,6 % der untersuchten ,,ready to eat” Proben Listeria-
positiv, davon war 4,8 % L.monocytogenes. Schweinefleisch hatte die hochste

Kontaminationsrate mit Listeria (62,5 %), Rinderhackfleisch war kontaminiert in 47,7 %, Eis
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in 42,7 %, Weichkédse in 16,8 %, Hidhnchen in 16,0 % und Kekse in 12,1% der Fille.
L.monocytogenes wurde in Eis (11,7 %), Keksen (6,5 %) und Weichkédse (3,9 %) gefunden.

Rohes Fleisch war je nach Art zu 3,7 % bis 5,1 % mit L.monocytogenes kontaminiert (Tab. 2.
11) (MENGESHA et al. 2009).

Tabelle 2.11: Listeria- Nachweise in ,,ready to eat“- Proben in Athiopien (MENGESHA et al.
2009)

Probenqualitit Listeria-positiv (%) L.monocytogenes (%)
Schweinfleisch 62,5 -
Rindhackfleisch 47,7 -
Eis 42,7 11,7
Weichkise 16,8 3.9
Héahnchenfleisch 16,0 -
Kekse 12,1 6,5

2.2.3.4 Listeria in der Schaflebensmittelkette

Im Bestand

Europa

Im Baskenland wurde in gesunden Schatherden L.monocytogenes zu 14,2 % und in
Kotproben von 197 Schafen zu 1,5 % nachgewiesen (ESTEBAN et al. 2009).

Bei einem Listeriose- Ausbruch in Osterreich (Fiitterung von kontaminierter Silage) waren 9
Schafe abortiv, 1 Tier war enzephalitisch und 4 waren septikimisch (WAGNER et al. 2005).
Bei dénischen Schafen war L.monocytogenes unter anderen Pathogenen eine Ursache fiir
Schafaborte (AGERHOLM et al. 2006).

In Island wurde L.monocytogenes von gesunden Schafen und aus der Umgebung isoliert, die
folgenden Serovaren wurden nachgewiesen: 1/2a, 1/2b und 4b (GUDMUNDSDOTTIR et al.
2004).

USA

In den USA lag die Privalenz von L.monocytogenes (85 Schaffarmen) bei 9,4 % der Proben
und von 674 Milchprodukten bei 2,7 % der Proben (HO et al. 2007).

Die Priavalenz von L.monocytogenes bei Kleinwiederkduern (Schaf und Ziege) lag in den
USA in Bestinden, die Listeriosefille aufwiesen, bei 32,9 % der Bestandsproben (Fikal-,
Futter- und Umgebungsproben), wihrend bei nicht infizierten Bestdnden (Kontrolle) 5,9 %

der Proben gefunden wurden (NIGHTINGALE et al. 2004).
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Asien

In Indien wurden von 248 offensichtlich gesunden Schafen und aus der Umgebung von 10
Schatherden Tupfer- Proben (Kot, Nase, Vaginal) entnommen, insgesamt waren von 1002
Proben 16 Listeria-positiv (1,60 %), dabei waren 7 (0,7 %) L.monocytogenes und 9 (0,9 %)
L.innocua (YADAYV und ROY 2009).

Im Schlachtbetrieb

Im Vergleich zu Lammfleisch sind weitaus mehr Arbeiten zur Mikrobiologie von Rind-,
Schweine- und Gefliigelfleisch durchgefiihrt worden (AL-SHEDDY et al. 1995). In der
Tiirkei wurde L.monocytogenes auf Schafkarkassen in 5 % der Proben gefunden (AKPOLAT
et al. 2004).

Proben in Brasilien (Kot und Karkassen) in einem Schafschlachtbetrieb (35 Kotproben)
waren zu 20 % positiv mit L.welshimeri und zu 8,6 % mit L.innocua, von 69 Lammkarkassen
waren 34,8 % L.innocua, 4,3 % L.monocytogenes und 1,5 % L.ivanovii (ANTONIOLLO et al.
2003).

Im Einzelhandel

Europa

In Nordspanien wurden Proben aus dem Einzelhandel untersucht (783 Fleischprodukte),
8,5% der verpackten-Feinkost- Fleischprodukte und 2,7 % der Vakuum- verpackten Produkte
waren Listeria-positiv (GARRIDO et al. 2009). L.monocytogenes wurde auch im UK in
einem Prozentsatz von 40 % (8 von 20 Lammfleischproben) isoliert (MacGOWAN et al.
1994).

Australien

Im Einzelhandel in Brisbane (Australien) wurde Listeria spp. in Lammfleisch zu 40 % (20
von 50) nachgewiesen, darunter L.monocytogenes (16 %) und L.innocua (24 %) (IBRAHIM
und Mac RAE 1991). In anderen Studien wurde L.monocytogenes nicht nachgewiesen, so

etwa in Untersuchungen von Lammfleisch (MILLARD und ROCKLIFF 2001).

Asien
In der siidlichen Marmara (Tiirkei) wurden 100 Probe Schaffleisch entweder in den
Herstellungsbetrieben oder im Einzelhandel untersucht, L.monocytogenes wurde in 5,5 % der

Proben festgestellt (KAHRAMAN und AYDIN 2009).
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Im Vergleich mit anderen Studien in Afrika wurden in Casablanca (Morocco) in

Lammfleisch keine Listerien gefunden (COHEN et al. 2006).

2.2.4  Escherichia coli

2.2.4.1 Genus Escherichia

Escherichia coli (E.coli) ist ein gramnegatives, stdbchenformiges und peritrich begeil3eltes
Bakterium, 1,1 - 1,5 um breit und 2,0 - 6,0 um lang. Die Spezies gehort zur Familie der
Enterobacteriaceae. Das Temperaturoptimum liegt bei 37 °C (HOLT et al. 1994). E.coli ist
die vorherrschende fakultativ anaerobe Bakterienspezies der menschlichen Darmflora
(NATARO und KAPER 1998). Obwohl E.coli ein Kommensale im Sdugetierdarm ist, kdnnen
einige Erregerstimme erhebliche Krankheiten beim Menschen verursachen (KAPER und
KARMALI 2008). Sie werden in fakultativ pathogen und obligat pathogen eingeteilt. Die
erste Gruppe ist nicht mit spezifischen Virulanzfaktoren ausgestattet, die zweite Gruppe
besitzt spezifische Virulanzfaktoren und kann Ursache fiir intestinale und extratestinale
Infektionskrankheiten sein (BALJER 2011), es wird nach Pathogenen -Typen unterschieden
(SCALETSKI et al. 1984; LEVINE 1987; DONNENBERG und KAPER 1992; LEVINE et
al. 1993):

-Enteropathogene E.coli (EPEC)

-Enteroinvasive E.coli (EIEC)

-Enterotoxinbildende E.coli (ETEC)

-Enterohdmorrhagische E.coli (EHEC)

-Enteroaggregative E.coli (EAEC)

-Diffus Adhisive E.coli (DAEC)

EHEC: Bestimmte Toxin bildende Stdmme (Stx 1 und Stx 2) werden als Shigatoxin
produzierende E.coli (STEC) bezeichnet (DOYLE und BEUCHAT 2007), einschlielich
Serotyp O 157:H7 (HIKO et al. 2008).

Als EHEC werden nur die VTEC/STEC-Stimme bezeichnet, die aus einer menschlichen
enterohdmorrhagischen Erkrankung isoliert worden sind (BFR 2010). Da im Zusammenhang
mit menschlichen EHEC-Erkrankungen immer wieder neue Serotypen ermittelt werden, ist
eine genaue Definition humanpathogener STEC nicht moglich, weshalb zur Zeit jeder STEC
als potentieller EHEC angesehen werden muss (RKI 2008).

Auf Grund der Schwere der Erkrankung (haemorrhagic Colitis und hamolytisch- urdmisches-

Syndrom) ist EHEC humanbezogen die wichtigste Gruppe, hervorgerufen vor allem durch
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den Serotyp O157:H7, der zunehmend bei verschiedenen Lebensmitteln nachgewiesen

werden konnte (MERSHA et al. 2010).

2.2.4.2 Escherichia coli beim Menschen

Hier wird auf Publikationen allgemein zu Spezies E.coli Bezug genommen.

Europa

Im Jahr 2008 wurden in Deutschland insgesamt 835 EHEC-Erkrankungen (1,0 Erkrankungen
pro 100.000 Einwohner), sowie 58 Fille von enteropathischem hidmolytisch urdmischem
Syndrom (HUS) gemeldet (RKI 2009). HUS ist hdufig mit einer EHEC- Infektion assoziiert.
So wurde bei 71 % der HUS- Fille eine EHEC- Infektion nachgewiesen (RKI 2009). Das
Verotoxin bildende Escherichia coli (VTEC) verursachte im Jahr 2007 in der Européischen
Union insgesamt 2.905 Human-Infektionen. Was Tiere und Nahrungsmittel anbelangt, wurde
VTEC am héufigsten bei Rindern bzw. in Rindfleisch und seltener auf Gemiise nachgewiesen
(EFSA 2009). Die meisten altersspezifischen Inzidenzen liegen sowohl bei EHEC-
Erkrankungen als auch bei HUS bei Kindern unter 5 Jahren. Médnner und Frauen sind nahezu
gleichermaBlen betroffen (ECDC 2009; RKI 2009).

Durchfall- Erkrankungen sind weltweit bekannt, in Deutschland lag die Inzidenz von E.coli
bedingter Enteritis im Jahr 2008 bei 8,5 pro 100.000 Einwohner, wiahrend in 2009 eine Zahl
von 7,6 gemeldet wurde (RKI 2009).

USA

In 10 US Bundesstaaten wurden im Jahr 2009 459 STEC O157- Féllen von insgesamt 17.468
bestétigten Infektionsfédllen (Inzidenz von 0,99 pro 100.000 Einwohner) und 264 Félle von
STEC non-O157 (Inzidenz von 0,57) nachgewiesen, die Inzidenz war am hochsten bei

Kindern <4 Jahre (Tab. 2. 12, CDC 2010).

Tabelle 2. 12: Inzidenz von bestétigten pathogenen E.coli-Fillen in 10 US-Staaten (2009) bei
verschiedenen Altersgruppen (CDC 2010)

E.coli < 4 Jahre > 50 Jahr
STEC O157 3,84 0,5
STEC non-O157 2,72 0,27

In den USA ist EAEC einer der héufigsten identifizierten bakteriellen Pathogenen bei
Durchfillen (FLORES und OKHUYSEN 2009).
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In zwei Kolumbianischen Stidten wurden insgesamt 267 Stuhl-Proben von Durchfall-
kranken Kindern < 5 Jahre untersucht. Von 139 klinischen pathogenen E.coli-Isolaten waren
20 (14,4 %) positiv fiir ETEC (5 %), fiir STEC 4 %, fiir EPEC 1 %, fiir EAEC 1,4 % und fiir
DAEC 1 % (GOMEZ-DUARTE et al. 2010).

Asien
In Teheran wurde E.coli in 38,8 % der untersuchten Proben isoliert, davon 44,7 % STEC,
32,9 % ETEC, 14 % EAEC und 8,4 % EPEC (JAFARI et al. 2008).

2.2.4.3 Escherichia coli bei Tieren

Europa

Wiederkduer, vor allem Rinder, Schafe und Ziegen, aber auch Wildwiederkduer werden als
wichtiges Reservoir und Hauptinfektionsquelle fiir EHEC beim Menschen angesehen (RKI
2008). Vereinzelt wurde nachgewiesen, dass auch andere landwirtschaftliche Nutztiere sowie
Heimtiere EHEC ausscheiden (RKI 2008). Die Bedeutung von Nichtwiederkduern fiir die
Verbreitung des Erregers und fiir Infektionen beim Menschen wird aber als gering
eingeschitzt (RKI 2008). In Deutschland wurden im Jahr 2008 Rinderherden auf
VTEC/STEC gepriift und zu 7,95 % als positiv befunden, darunter die Serotypen 026, O91,
0103 und O157. Bei Einzeltieruntersuchungen ergab sich eine Nachweisrate von 2,83 % (6

Bundeslédnder), wobei die Serovaren 026, O103 und O157 nachgewiesen wurden (BfR 2010).

In UK wurde E.coli O157 in Kotproben aus verschiedenen Schlachtbetrieben zu 4,7 % bei
Rindern und zu 0,3 % bei Schweinen nachgewiesen (MILNES et al. 2008). In einer anderen
Studie aus UK (sechs Rinderschlachtbetriebe) lag die Privalenz von E.coli O157 im
Wartestall bei 27,2 % und auf dem Fell bei 28,8 % (SMALL et al. 2002).

In Griechenland wurden Rinder von der Haltung bis zum finalen Produkt auf E.coli (VTEC)
gepriift, die Pravalenz von VTEC im Kot lag im Durchschnitt bei 6,2 %, auf dem Fell bei 44
%, auf gekiihlten Karkassen bei 0,3 % und bei Hackfleisch vom Rind bei 1,2 % (RHOADES
et al. 2009). In einer anderen Studie waren Milchkiihe zu 2,2 % und Ziegen zu 0,7 % mit
E.coli O157 kontaminiert (SOLOMAKOS et al. 2009).

In Spanien lag die Prdvalenz von E.coli O157:H7 bei Milchkithen bei 7,0 % und bei
Fleischrindern bei 1,6 %, wihrend die Pravalenz von non- O157:H7 E.coli fiir Milchkiihe bei
20,7 % und fiir Fleischrindern bei 46,0 % lag (OPORTO et al. 2008).
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Im Gegensatz dazu wurde, auch in Spanien (Gefliigelbestinde), weder E.coli O157 noch

STEC isoliert (ESTEBAN et al. 2008).

Afrika

In Marokko wurde E.coli in 25% der Proben bei Rindfleisch aus Fleischereien, von
Supermidrkten und von Fleischproben in Rinderschlachtbetrieben ermittelt, 44,2 % der
Rinder-Innereien (,,beef offal*) waren E.coli-positiv (COHEN et al. 2006).

In Athiopien wurden in einem Schlachtbetrieb Ziegenkarkassen untersucht, E.coli O157:H7
wurde zu 3,3 % in Kotproben, zu 10,0 % in Felltupfern, in 5,0 % der Karkassen vor dem
Waschen und zu 8,3 % auf Karkassen nach dem Waschen festgestellt (MERSHA et al. 2009).
Gleichfalls in Athiopien wurde E.coli O157:H7 in Fleischerei in Rindfleisch zu 8 % und in
Ziegenfleisch zu 2,0 % isoliert (HIKO et al. 2008).

In Australien wurde E.coli in Fleisch des Einzelhandels von Rind und Schwein gefunden

(Tab. 2. 13) (MILLARD und ROCKLIFF 2001).

Tabelle 2. 13: Nachweis von E.coli auf Fleisch aus Australien (MILLARD und ROCKLIFF
2001)

Fleisch Probenzahl E.coli (%)
Rindfleisch 18 3 (16.6)
Schweinfleisch 11 1(9.1)

Ochsenfleisch 2 2 (100,0)

2.2.4.4 Escherichia coli in der Schaflebensmittelkette

Im Bestand

Europa

Uber das Vorkommen von STEC bei kleinen Wiederkiduern (Schaf und Ziege) in
Deutschland und der Schweiz sind bislang nur wenige Studien vorhanden (BUMANN 2010).
Da ein Grofiteil der EHEC- Erkrankungen beim Mensch auf den Serotyp 0157
zuriickzufiihren ist, wurde in vielen européischen Privalenzstudien ausschlieBlich auf diesen
Serotyp untersucht (BUMANN 2010).

E.coli O157 wurde in Schottland in Schafbestinden im Winter in 27 % der untersuchten
Proben gefunden, die individuelle Privalenz lag bei 5,8 %, wihrend sie in den Bestinden bei
42,8 % lag (SOLECKI et al. 2009). 0,8 % (5 von 595) von untersuchten Milchschafen in
Griechenland waren E.coli O157 positiv (SOLOMAKOS et al. 2009).
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In Siidosten der USA waren Kotproben und Wolle zu 9 % und 18 % E.coli O157:H7- positiv
(EDRINGTON et al. 2009).

Untersuchungen aus Spanien verdeutlichen die unterschiedlichen Nachweisraten von STEC
O157 und non-O157 bei Schafen, so ergab die Untersuchung von Kotproben gesunder
Lammer eine wesentlich hohere Nachweisrate von non-O157 STEC (35 %) im Vergleich zu
O157 STEC (1 %) (REY et al. 2003). Ebenso lag die Pridvalenz von STEC O157: H7
(Nordspanien) bei 8,7 % von insgesamt 122 Milchschaf-Herden, die individuelle Privalenz
lag bei 7,3 %. Die Privalenz von non-O157 STEC in denselben Herden lag bei 50,8 %
(OPORTO et al. 2008).

Im Schlachtbetrieb

Europa

In UK (Wartestille) lag die Privalenz von E.coli bei 2,2 % und auf dem Fell bei 5,5%
(SMALL et al. 2002). In einer weiteren Studie wurde die Privalenz von E.coli O157 in
Darmproben (im Schlachtbetrieb) gepriift, die Pravalenz lag bei 0,7 % (MILNES et al. 2008).
In Irland wurden im Schlachtbetrieb Kot- und Vliesproben gesunder Limmer untersucht. Der
Nachweis von E.coli O157:H7 gelang bei keiner der Kotproben. 5,75 % der untersuchten
Vliesproben, 1,5 % der Karkassen vor der Kiithlung und 1 % der Karkassen nach der Kiihlung
waren jedoch positiv (LENAHAN et al. 2007).

In der Schweiz wurden Blinddarmproben von Schafen in zwei Schafschlachtbetrieben auf
Shiga-Toxin produzierende Escherichia coli (STEC) untersucht, 29,9 % der untersuchten
Proben waren STEC-positiv, in 55,3 % der 76 non-O157 Isolate wurde stx2 festgestellt
(ZWEIFEL et al. 2004).

USA

In den USA lag die Privalenz von E.coli O157:H7 beim Schaf auf dem Fell bei 12,8 % und
auf den Karkassen vor der Evisceration bei 1,6 % und nach der Evisceration bei 2,9 %. Die
Privalenz von non-O157 STEC auf dem Fell lag bei 86,2 %, auf Karkassen vor der
Evisceration bei 78,6 % und nach der Evisceration bei 81,6 % (KALCHAYANAND et al.
2007).

In einer Studie von HAUGE et al. (2011) wurde E.coli vor der Kiihlung in 26 % (23 von 90)
»pasteurisierter Karkassen (Wasser bei 82 °C fiir 8 s vor der Kiihlung) und in 66 % (59 von
90) der unpasteurisierten Karkassen isoliert. 24 h nach der Kiihlung lag der E.coli-Level
niedrig (21 %, 19 von 90) bei den pasteurisierten Karkassen und bei 43 % bei den
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unpasteurisierten Karkassen. Nach 5 Tagen der Kiihlung konnte E.coli auf den pasteurisierten
Karkassen nicht isoliert werden, wéhrend der Mittelwert der E.coli-Zahl auf unpasteurisierten

Karkassen bei log 0,89 KbE/ cm” lag.

Afrika

In Marokko wurden Fleischproben aus der Fleischerei, von Supermérkten und in
Schlachtbetrieben auf E.coli getestet, 44,2 % aller Lammfleischproben waren E.coli-positiv,
der Mittelwert lag bei log 2,1+ 1.0 KbE/ cm® (COHEN et al. 2006).

In Athiopien wurden in einem Schlachtbetrieb Schafkarkassen untersucht, von insgesamt 711
Proben waren 36 E.coli O157:H7-positiv, von diesen positiven Proben waren 5.4 %
Fékalproben, 8,0 % Hauttupfer, 9,8 % Karkassen vor dem Waschen und 8,9 % Karkassen
nach dem Waschen (MERSHA et al. 2009).

Im Einzelhandel

Afrika

In Marokko wurde E.coli auf Lammfleisch zu 44,2 % (Fleischerei und Supermaérkte)
nachgewiesen (COHEN et al. 2006). In Athiopien lag die Privalenz von E.coli O157:H7 bei
Lamm-und Schaffleisch bei 2,5 % (HIKO et al. 2008).

Australien

Im Einzelhandel wurde E.coli auf Lammfleisch in 22,2 % der Proben gefunden (MILLARD
und ROCKLIFF 2001). Ebenfalls in Australien wurde E.coli in 16,7 % der Proben im
gewiirfelten Lammfleisch des Einzelverkaufs gefunden, darunter 0,6 % E.coli O157

(PHILLIPS et al. 2008).

Asien
Im Gegensatz dazu wurde in der Tiirkei E.coli O157:H7 in Lammfleisch und auf

Fleischerzeugnissen nicht festgestellt (KAHRAMAN und AYDIN 2009).

2.2.5  Yersinia enterocolitica

2.2.5.1 Die Spezies Yersinia enterocolitica

Bakterien der Gattung Yersinia gehoren zur Familie der Enterobacteriaceae. Sie sind
gramnegative  Stdbchenbakterien und etwa 0,5-0,8 x 1,0-3,0 um gro8. Das

Temperaturoptimum liegt bei 28-30 °C. Dieser Keim ist normalerweise unbeweglich, kann
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aber bei Temperaturen unter 30 °C beweglich sein (HOLT et al. 1994). Medizinisch
bedeutsam sind vier pathogene Spezies: Y.pestis, Y.pseudotuberculosis, Y.ruckeri und

Y.enterocolitica. Y.enterocolitica ist Darm- pathogen und die am haufigsten nachgewiesene

Spezies beim Menschen (DOYLE und BEUCHAT 2007).

2.2.5.2 Yersinia enterocolitica beim Menschen

Europa

In der EU lag die Zahl der Yersinia- Infektionen beim Menschen im Jahr 2008 bei 8.346
Féllen und damit um 7 % unter der des Jahres 2007 (8.792), wobei das Bakterium meistens in
Schweinefleisch vorkam (EFSA und ECDC 2010). Fiir 2009 wurde 7.595 Fille bekannt, was
eine signifikante Absenkung der Yersiniose bei Menschen seit dem Jahr 2005 bedeutet (EFSA
2011).

Yersinia enterocolitica findet sich im Darm von Sdugetieren. Eine besonders wichtige Rolle
fiir Erkrankung beim Menschen spielen Schweine, bei denen Y.enterocolitica in den Tonsillen
und im Darm vorkommt (HARTUNG 2001). Y.enterocolitica wird weltweit in gemifigten
bis kiihleren Regionen gefunden. Als Infektionsquellen fiir den Menschen werden fékal
kontaminierte Nahrungsmittel tierischer Herkunft, Trinkwasser und infizierte Personen
beschrieben. Vorwiegend Kleinkinder und Kinder sind (Durchfallerkrankungen) betroffen
(HARTUNG 2001).

In Deutschland wurden im Jahr 2000 insgesamt 4.778 Y.enterocolitica- Infektionen (10,7
Erkrankungsmeldungen / 100.000 Einwohner) bekannt, damit sind die Werte im Vergleich zu
1999 (5.321 gemeldete Fille) um etwa 10,2 % zuriickgegangen (HARTUNG 2001).
Infektionen beim Menschen werden hauptsdchlich (ca. 89 %) auf Y.enterocolitica O:3, aber
auch auf O:9 (6 %) oder O:5,27 (1 %), zuriickgefiihrt (RKI 2005).

Die Inzidenz der Yersiniose beim Menschen ist 2008 nach den Angaben des RKI um 13 %
auf 4.352 gemeldete Fille zuriickgegangen. In 2008 lag die Inzidenz bei 5,3, sie sank in 2009
auf 4,5 (RKI 2009). Von den zu 88 % serotypisierten Erregern wurde bei 88 % der Stimme
der Serotyp 0:3 festgestellt, gefolgt von O:9 (7 %) und 0:5,27 (0,8 %) (BfR 2010).

USA
Aus 10 US Bundesstaaten im Jahr 2009 wurden 150 Yersinia- Félle von insgesamt 17.468
anderen bestdtigten Infektionsfillen angegeben, die Yersinia- Inzidenz lag bei 0,32 pro

100.000 Einwohner (CDC 2010).
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2.2.5.3 Yersinia enterocolitica bei Tieren

Europa

In Deutschland (2008) wurde Y.enterocolitica hauptsichlich bei Rindern und Schweinen
nachgewiesen. Rinder waren bei Einzeltieruntersuchungen (Stichproben bei Hiihnern,
Rindern, Schweinen, Pferden, Zeigen und Schafen) in 2,82 % positiv (in 2007: 0,50 %).
Einzeltierproben (Stichproben) von Schweinen stiegen im Vergleich zum Vorjahr (2007) von
0,56 % auf 0,97 % an (BFR 2010). Apathoge Y.enterocolitica wurden in Siiddeutschland bei
Hunden zu 5 %, bei Katzen zu 3 % und bei Nagern zu 3 % festgestellt (BUCHER et al.
2008).

UK

In Grof3britannien wurde Y.enterocolitica aus dem Darm von Schweinen zu 10,2 % und bei
Rindern zu 4,5 % isoliert (MILNES et al. 2008). Hier wurde auch ein saisonaler Trend von
Dezember bis Mai beobachtet. Das Alter bei Rindern (élter) und der Aufenthalt iiber Nacht im
Schlachtbetrieb bei Schweinen erwiesen sich als Risikofaktoren fiir die Ubertragung von
Y.enterocolitica (MILNES et al. 2009).

In Schottland wurden in einem Schlachtbetrieb Darmproben entnommen, Y.enterocolitica
wurde zu 26,1 % bei Schweinen und zu 6,3 % bei Rindern nachgewiesen (McNALLY et al.
2004).

In Lettland wurde Y.enterocolitica aus Schweinetonsillen isoliert, 35 % der Proben waren

positiv (TERENTJEVA und BERZINS 2010).

In Neuseeland wurden mit Yersinia infizierte Ziegenherden untersucht. Y.enterocolitica war

die am héufigsten isolierte Spezies bei Tieren < 1 Jahr (LANADA et al. 2005).

2.2.5.4 Yersinia enterocolitica in der Schaflebensmittelkette

Im Bestand

In Schafherden in Australien wurde die Serovar O:2,3 am haufigsten gefunden, auch hier war
Y.enterocolitica die am héufigsten isolierte Spezies bei Tieren < 1 Jahr. Y.enterocolitica trat
nur von Winter bis Frithsommer auf (SLEE und SKILBECK 1992). Aus Schafdarmproben
wurde Biotyp 5 und Serotyp O:2,3 isoliert (SLEE und BUTTON 1990). Im Gegensatz dazu
wurde Yersinia enterocolitica in einer Untersuchung von BAILEY et al. (2003) bei

Schatherden nicht gefunden.
38



Literatur

Im Schlachtbetrieb

In Schlachtbetrieben in GroBbritannien wurde Y.enterocolitica in 8 % der Proben aus
Schafdérmen isoliert (MILNES et al. 2008).

In Schottland waren 10,7 % der untersuchten Fikalproben Y.enterocolitica-positiv
(McNALLY et al. 2004). Als Risikofaktoren wurden der Zeitraum vom Dezember bis Mai
und die Fiitterung im Wartestall festgestellt (MILNES et al. 2009).

In einer Untersuchung aus Griechenland wurde Y.enterocolitica in Schlachtbetrieben

(Schafkarkassen) nicht gefunden (KECHAGIA et al. 2007).

Im Einzelhandel

Deutschland: Im Rahmen von Lebensmittel-Planproben (2004) wurde Y.enterocolitica nur in
Proben von Schweinefleisch, dies in 1,85 % der Fille (2003: 8 %) nachgewiesen (BFR 2006).
Im Jahr 2008 waren 3,1 % der Planproben von Schweinefleisch (2007: 9,3 %) positiv. In
diesem Jahr (2008) waren auch 23,53 % der Fisch- und Meerestier- und Rohmilchproben zu
4,76 % positiv (BFR 2010).

Eine Studie in Osterreich zeigte, dass mehr als die Hilfte der untersuchten béuerlichen
Direktvermarkter die Haupthygiene-Voraussetzung nicht erfiillte, wobei Y.enterocolitica aus
3,1 % der untersuchten Tankmilch von Schafen und Ziegen isoliert wurde (SCHODER et al.
2010).

2.2.6 Salmonella

2.2.6.1 Genus Salmonella

Salmonellen gehdren zu den stibchenformigen Bakterien, der Durchmesser betrigt etwa 0,7
bis 1,5 um und die Lénge etwa 2,0 bis 5,0 um. Sie sind gramnegativ, vorwiegend aktiv
beweglich, peritrich begeilelt, chemoorganotroph mit oxidativem und fermentativem
Energiestoffwechsel und nicht sporenbildend (HOLT et al. 1994). Das Temperaturoptimum
liegt bei 37 °C. Sie werden der Familie der Enterobacteriaceae zugeordnet. Derzeit sind mehr

als 2.500 Serotypen von Sal/monella bekannt (FOLEY und LYNNE 2008).
2.2.6.2 Salmonellen beim Menschen

Global werden 93,8 Million Félle (61,8-131,6 Million) von Magen-Darmentziindung wegen
Salmonella pro Jahr bekannt, dies mit 155.000 Todesfdllen (MAJOWICZ et al. 2010).
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Europa

Die Europdische Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (EFSA) und das Européische Zentrum
fiir die Pravention und Kontrolle von Krankheiten (ECDC) haben einen Gemeinschaftsbericht
iiber Zoonosen in der EU und EEA/EFTA veroffentlicht, die Zahl der Salmonellen-
Erkrankungen lag 2007 bei 151.995 gegeniiber 164.011 im Jahr 2006 (EFSA 2009).

In der EU sind Salmonelleninfektionen die zweithdufigsten unter den gemeldeten
zoonotischen Infektionen beim Menschen, die Zahl sank im Jahr 2008 auf 131.468 Fillen,
was im Verglich zum Vorjahr (151.995) einen Riickgang von 13,5 % darstellt (EFSA 2010).
In Deutschland (2008) wurden insgesamt 42.909 Salmonellen-Infektionen gemeldet. Im
Vergleich zum Vorjahr mit insgesamt 55.408 iibermittelten Fallen nahmen die Salmonellosen
um 23% ab (RKI 2009).

Die hochste altersspezifische Inzidenz trat bei Kindern unter 10 Jahren auf, dies mit einem
Maximum bei Kleinkindern. Todesfille durch Salmonellose sind in Deutschland selten. Im
Jahr 2008 wurden 33 Salmonellose bedingte Todesfille mit einem Altersmedian von 79
Jahren an das RKI iibermittelt (RKI 2009).

In Didnemark (2007) lag die Inzidenz von Salmonella bei 30,1 pro 100.000 Einwohner
(10,4% fiir S.Enteritidis und 6,3 % fiir S.Typhimurium) (DTU 2009).

USA

FoodNet hat im Jahr 2009 aus 10 US-Bundesstaaten 7039 Salmonella-Fille von insgesamt
17.468 anderen Labor-bestitigten Infektionsfdllen gemeldet, d h. 15,19 pro 100.000
Einwohner (CDC 2010).

In Neuseeland verursachte im Jahr 1998 ein Stamm von S.Brandenburg zahlreiche
Humaninfektionen, signifikant assoziiert mit beruflichem Kontakt zu Schafen (BAKER et al.

2007).

2.2.6.3 Salmonellen bei Tieren

Europa

Beim Tier wird Salmonella am hiufigsten in Gefliigelherden nachgewiesen (EFSA 2009). In
GrofBbritannien ist Gefliigel die hdufigste Quelle fiir Salmonella-Infektion, bei Puten lag die
Pravalenz von Salmonellen bei 32,8 % und bei 8,9 % der Putenherden (DANGUY et al.
2010). In GroBbritannien war die Salmonellose (S.Typhimurium Phage-Type DT40 und
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Phage-Type DT56 Variante) ein hiufiger Grund fiir Todesfille bei Griinfinken,
Haussperlingen und Méwen (PENNYCOTT et al. 2006).

In Nord- England wurde S.enterica in Wildvogeln isoliert, die meisten Isolate waren
S.Typhimurium, die mit Human-und Nutztier-Erkrankungen assoziiert waren (HUGHES et al.
2008).

Auch in Schottland wurde Salmonellose bei Gartenvogeln (1995 bis 2008) diagnostiziert,
S.Typhimurium (Phage-Type DT40 und DT56 Variante) wurde auch hier bei Haussperling
und Finken in zahlreichen Féllen isoliert (PENNYCOTT et al. 2010). In GroBbritannien
waren S.Typhimurium, S.Mbandaka und S.Dublin die hiufigsten Serotypen (MILNES et al.
2008).

In einer Untersuchung an Gefliigel in Spanien lag die Privalenz von Salmonellen am
hochsten auf der Haut von Mastgefliigel-Karkassen (55 %) und am niedrigsten in
Erzeugnissen aus Gefliigel, insbesondere in Hamburgers mit 20 %, wéhrend auf
Mastgefliigel-Karkassen im Einzelhandel ein Durchschnitt von 49 % ermittelt wurde, die
haufigsten Serotypen waren S.Enteritidis, S.Poona, S.Paratyphi B und S.Worthington
(CAPITA et al. 2003).

In Spanien wurde 60 Herden auf 34 Gefliigelfarmen untersucht und Salmonella auf 2,9 % der
Farmen nachgewiesen (ESTEBAN et al. 2008).

Im Zeitraum von 2002 bis 2004 in Irland wurde Salmonella in rohem Rindfleisch und
Hackfleisch zu 0,16 % (90 von 53.820) nachgewiesen, wihrend gekochtes Fleisch und
gekochte Fleischerzeugnisse Salmonella-negativ. waren (JORDAN et al. 2006). Die
hiufigsten Serotypen (2004) bei Rindern waren S.Dublin und S.Typhimurium, wéhrend beim
Gefliigel S.Kentucky und S.Typhimurium dominant waren (JORDAN et al. 2006).

USA
In den USA ist die Mehrzahl der Salmonella-Infektion (Lebensmittel bedingte Krankheiten)
verbunden mit dem Verzehr von Produkten wie Fleisch, Gefliigel, Eier, Milch oder

Meeresfriichte. Nutztiere wurden als wichtige Quelle fiir Human-Salmonellose identifiziert

(FOLEY et al. 2008).
Asien

Bei Mastgefliigelfleisch aus Thailand wurden Salmonellen mit Privalenzen von 61 % (121

von 200 Proben) und in Hiihnereiern zu 14 % (7 von 50 Einzelverkauf) nachgewiesen
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(VINDIGNI et al. 2007). In Bangkok wurde Salmonella im Einzelverkauf vom Rindfleisch
82% der Proben (41 von 50) isoliert (VINDIGNI et al. 2007).

Afrika

Der Serotyp S.Typhimurium war verantwortlich fiir einen signifikanten Prozentsatz von
invasiven Neu-Typhus-Salmonella (NTS) in Subsahara-Afrika (Malawi und Kenia) bei
Mensch und Tier (KINGSLEY et al. 2009).

In Marokko (2002 bis 2004) wurde Salmonella bei Rindfleisch weder im Schlachthof noch in
Fleischerei isoliert (COHEN et al. 2006).

Pravalenzrate beim Schwein aus verschiedenen Landern sind in Tab. 2. 14 wiedergegeben.

Tabelle 2. 14: Salmonella-Serotypen beim Schwein

Jahr Land Probe Salmonella  Pravalenz % Quelle
) ) S.Anatum 30
2003 Thailand Rohfleisch i VINDIGNI et al. (2007)
S.Rissen 12,9
2003 Irland Rohfleisch S.Typhimurium 58,1
i JORDAN et al. (2006)
2004 Irland Rohfleisch S.Derby 19,6
) ) i S.Typhimurium 54
2003 GrofBbritannien Blinddarm MILNES et al. (2008)
S.Derby 25

2.2.6.4 Salmonellen in der Schaflebensmittelkette

Im Bestand

Europa

Uber das Vorkommen von Salmonella bei kleinen Wiederkiuern ist bisher nur wenig
berichtet worden (BUMANN 2010). In Grof3britannien konnte nur aus 1,1 % (30 Isolate von
insgesamt 2820 Proben) der untersuchten Kotproben von Schlachtschafen Salmonella isoliert
werden, von 30 Isolate waren 19 Isolate S.enterica subsp. diarizonae (63,3 %), 4 S.Dublin
(13,3 %) und 2 S.Derby (6,7%) (MILNES et al., 2008). In UK (2002) lag die Salmonella-
Pravalenz in Schafddrmen im Schlachtbetrieb bei 1,1 % gegeniiber 0,1 % in den Jahren 1999-
2000 (MILNES et al. 2008).

In UK wurden Fékalproben im Bestand (direkt nach der Ausscheidung) und transportierte
Fékalien auflerhalb des Bestandes (Giille) untersucht, Sa/monella wurde zu 8,3 % in frischen

Fékalien und zu 11 % in Giille nachgewiesen (HUTCHISON et al. 2005).
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USA

In den USA waren Kot- und Vlies- Proben zu 7 bis 50 % der Proben Salmonella- positiv,
wihrend Salmonellen auf Schatkarkassen nicht gefunden wurden (EDRINGTON et al. 2009).
In Untersuchungen von SMALL et al. (2002) lag die Vlies-Kontamination bei 7,8 % der

Proben.

Im Schlachtbetrieb

Europa

Die Verbreitung von Sal/monella kann abhdngen von der Jahreszeit sein: S.Typhimurium
DT120 wurde in einem Schafschlachtbetrieb im Nordengland zwischen November 1999 und
April 2000 in 59 % der Kot- und Bodenproben isoliert, im Juni sank die Inzidenz, im August,
September und Oktober wurde der Erreger tiberhaupt nicht gefunden (PURVIS et al. 2005).

In England lag der Durchschnitt der Isolate im Wartestall mehrerer Schlachtbetriebe
zwischen 1,1 % (SMALL et al. 2002) und 6,5 % (36 von 556) (SMALL et al. 2006), wéihrend
die Priavalenz auf dem Vlies bei 7.8 % lag (SMALL et al. 2002). In Untersuchungen von
MILNES et al. (2008) lag die Prdvalenz von Salmonella bei 1,1 % der untersuchten
Darmproben.

Die haufigsten Serovare beim Schaf in GroBbritannien waren S.enterica subsp. diarizonae
(61: k: 1,5,7) und S. Dublin (MILNES et al. 2008).

In Spanien lag die Pravalenz von Salmonellen auf Lammkarkassen in drei Schlachtbetrieben
bei 10 % (Beprobung mittels Kompressen nach dem finalen Waschen der Karkassen)
(SIERRA et al. 1995a).

In der Schweiz wurden je 100 Schafe und Ziegen nach der Schlachtung mittels PCR auf
Salmonella- Spezies untersucht (Tonsillen- und Kotproben). Die Prédvalenz in den
Schlachtschafen war signifikant hoher im Vergleich zu den Schlachtziegen: Beim Schaf lag
die Salmonellen-Nachweisrate in den Tonsillen bei 20 %, bei Ziegen bei 1 %. Salmonella
wurde auch in zwei Schafschlachtbetrieben in der Schweiz mit einer Gesamtprivalenz von
11,0 % der 653 untersuchten Blinddarmproben nachgewiesen (ZWEIFEL et al. 2004).
Dagegen konnten Salmonellen aus Kotproben von Schafen und Ziegen nicht nachgewiesen

werden (STOLLE et al. 2010).

USA
In den USA wurden gekiihlte Lammkarkassen zweimal (einmal im Herbst bzw. Winter und

einmal im Friihling) untersucht. Die Nachweisrate von Salmonella lag nach 24 h fiir beide
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Jahreszeiten bei 1,5 %, im Herbst und Winter bei 1,9 %, wihrend sie im Friihling 1,2 %
aufwies (DUFFY et al. 2001). In einer anderen Studie aus den USA wurde Salmonella auf
dem Vlies in 14,4 %, vor der Evisceration der Karkassen in 4,3 % und nach der Evisceration
in 1,8 % der Fille isoliert. Die Mehrheit der identifizierten Isolate war S.Heidelberg
(KALCHAYANAND et al. 2007).

In Australien waren Schafkarkassen in einem Prozentsatz von 5,74 % Salmonella- positiv
(VANDERLINDE et al. 1999), in einer anderen Studie (Schatkarkassen) zu 0,1 %
(PHILLIPS et al. 2001). Von Liammern wurden S.Infantis und S.Typhimurium isoliert
(PHILLIPS et al. 2008).

In Neuseeland (1995 bis 2002) wurde S.Brandenburg von Schafen und Liammern in
Prozentsétzen bis zu 79,7 % (1621 von 2035) isoliert (BAKER et al. 2007).

Asien: In einer indischen Untersuchung wurde Sa/monella auf Schafkarkassen nicht gefunden

(BHANDARA et al. 2010).

Im Einzelhandel

Europa

Uber Salmonellengefahren fiir den Menschen durch Fleisch von kleinen Wiederkiuern liegen
bisher nicht genligende Kenntnisse vor. Das konnte daran liegen, dass Lebensmittel von Schaf
und Ziegen in westlichen Léndern erst in den letzten Jahren an Beliebtheit gewonnen haben
und andere Lebensmittel liefernde Tiere wie Rind, Schwein und Gefliigel bevorzugt wurden
(STOLLE et al. 2010).

In Irland wurde Sa/monella von Schaffleisch zu 0,2 % (16 von 6794) isoliert, in gekochtem
Fleisch und gekochten Fleischprodukten wurde Salmonella nicht gefunden (JORDAN et al.
2006).

Australien

In Einzelhandel wurde Salmonella in entbeintem Fleisch zu 1,3 % nachgewiesen (PHILLIPS
et al. 2001), wihrend gefrorene Fleischproben zu 6,5 % Salmonella-positiv waren
(VANDERLINDE et al. 1999). In Australien (ebenfalls Einzelhandel) wurde gewiirfeltes
Lammfleisch gepriift, in 0,6 % der Félle (2 von 360 Proben) wurde Salmonella nachgewiesen

(PHILLIPS et al. 2008).

44



Eigene Untersuchungen

3 Eigene Untersuchungen

3.1 Schlachtbetrieb und Gewinnungstechnologie

Die Untersuchungen erfolgten in einem Schafschlachtbetrieb in Brandenburg. Hier werden an
jeweils drei Tagen in der Woche ca. 500 Schafe (d. h. 1.500 Schafe pro Woche) geschlachtet.
Die Schafe werden elektrisch bei einer Stromstirke von 0,8 Ampere fiir ca. 8 Sekunden
betdubt (Fa. Karl Schermer GmbH; Typ EC- 2), entblutet und danach an einem Hinterbein bis
zum Ende der Entblutung aufgezogen. AnschlieBend werden sie vor dem Entvliesen an die
Vorderbeine umgehéngt, Kopf, vordere und hintere Unterfiile werden entfernt. Nun wird das
Vlies durch einen Schnitt er6ffnet und das Bindegewebe zwischen Fell und Tierkorper mit der
Faust gelost, um das Vlies bis zur Hélfte des Tierkorpers abziehen zu konnen. Das Vlies wird
danach maschinell vollstandig entfernt. Nach dem Entvliesen wird der Tierkdrper im weiteren
Verlauf an Position 3 wieder an den Hinterbeinen aufgehéngt, die Kérperhohle wird mittels
eines Messers erdffnet und die inneren Organe entnommen. Zum Abschluss werden die
Tierkorper in nicht gespaltenem Zustand in den Kiihlraum transportiert (Anhang 9.1
»Fleischgewinnungsablauf im beprobten Schlachtbetrieb®).

3.2 Material
Im Zeitraum von Juli 2008 bis August 2009 wurden im Verlauf von 14 Ausfahrten insgesamt
423 Proben gezogen (Tab. 3. 1).
Die Stellen der Probenahme wurden unter Berticksichtigung der verwendeten Schlachttechnik
ausgewdhlt. Beprobt wurden vier Stellen eines jeden Schlachtkorpers, indem mittels
destruktiven Verfahrens jeweils eine Fliche von 5 cm” ausgestanzt und entnommen wurde.
Vier Positionen wurden ausgewahlt:

e Position 1: vor der Enthdutung (an den Vorderbeinen aufgehingt)

e Position 2: nach der Enthdutung (an die Hinterbeine umgehéngt)

e Position 3: nach der Evisceration

e Position 4: Kiihlraum
Die Proben wurden in riickwértiger Richtung zuerst im Kiihlraum (Position 4) entnommen,

um die Reihenfolge vom reinen zum unreinen Bereich einhalten zu kénnen.
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33 Technik der Probenahme

3.3.1 Stanzen

Mittels scharf geschliffener Rundstanzen wurde jeweils auf einer Fliche von 5 ¢cm® durch
méBigen Druck und Drehbewegung die Haut eingeschnitten und von der Basis mittels
Skalpell abgetrennt. Die Stanze wurde vor jedem Probenahmetag sterilisiert und zwischen
jeder Beprobungsstelle gereinigt, in Alkohol getaucht und anschlieBend abgeflammt.

Ab Ausfahrt 2 bis zum Ende der Untersuchung wurden 2 Stanzen (insgesamt 10 cm?) an jeder

Stelle entnommen und in einen Stomacherbeutel verbracht (gepoolt).

3.3.2  Tupfer

Der Boden im Sammelstall, die Fellabzugsmaschine, die Ablage der Tierkorper (TK) nach
dem Abziehen des Vlieses, der Tiirgriff innen im Kiihlraum, die Wand im Kiihlraum und die
Messer wurden mittels feuchter Baumwollkompressen auf einer Fldche von 10 x 10 cm durch

miBigen Druck und leichte Drehbewegung nicht- destruktiv beprobt.

3.3.3 Die Ausfahrten
Die nachfolgende Darstellung verdeutlicht den Hintergrund des Gesamtprojektes. Alle
gezogenen Proben wurden gekiihlt direkt ins Institut transportiert und am Folgetag

aufgearbeitet.

Ausfahrt 1

Am 23.07.2008 wurden 32 Stanzproben (a3 5 cm?) entnommen. Um die laufenden
Gewinnungsarbeiten nicht zu stéren, wurden an den beiden ersten Positionen (1 und 2) 8
Proben von 8 Tierkdrpern gezogen und einzeln untersucht: An Position 1 wurde immer ein
TK fiir je eine Beprobungsstelle gewihlt (TK1: Hals, TK2: Brust, TK3: Bauch, TK4:
Vorderbein bzw. Keule an Position 2, TK5: Hals, TK6: Brust, TK7: Bauch und am TKS:
Vorderbein bzw. Keule an Position 2) (Abb. 3. 1 und Abb. 3. 2).

An Position 3 und 4 wurden je Position zwei Tierkorper genommen und von einem TK alle
vier Stellen entnommen (TK1: Hals, Brust, Bauch und Keule, TK2: Hals, Brust, Bauch und
Keule) (Tab. 3. 2), (Abb. 3. 3 und Abb. 3.4).
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Abbildung 3. 1: Probeentnahme- Stelle je Tierkorper an der Position 1 (TK1-8)
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Abbildung 3. 2: Probeentnahme- Stelle je Tierkdrper an der Position 2 (TK9-16)
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Abbildung 3. 3: Probeentnahme- Stelle je Tierkdrper an der Position 3 (2 TK: TK 17 und 18)

<+— Keule <+— Keule
X <4— Bauch X} <— Bauch
4—— Brust X} <— Brust
x TN <— Hals x T\ <«— Hals

Abbildung 3. 4: Probeentnahme- Stelle je Tierkorper an der Position 4 (2 TK: TK 19 und 20)

Ausfahrt 2

Am 15.09.2008 wurden 32 Stanzproben (3 10 cm?) entnommen. Ab dieser Ausfahrt wurden
pro Position 8 Tierkorper ausgewihlt und jeweils beprobt (TK1: Hals, TK2: Brust, TK3:
Bauch, TK4: Keule bzw. Vorderbein an Position 1, TKS5: Hals, TK6: Brust, TK7: Bauch und
am TKS: Keule bzw. Vorderbein an Position 1) (Tab. 3. 2).

Ausfahrt 3
Am 05.011.2008 wurden 32 Stanzproben gewonnen. Die Probenahme erfolgten wie bei

Ausfahrt 2.
Ausfahrt 4

Am 24.11.2008 wurde 32 Stanzen und 9 Ausriistungsproben im Schlachtbetrieb gezogen (2 x

vom Boden des Wartestalls vor der Betdubebucht, 2 x Wand im Kihlraum, 2 x
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Vliesabzuggerit, 2 x Messer und 1 x von der Ablage des TK nach dem Abziehen des Vlieses).

Die Stanzprobenahmen erfolgten wie bei Ausfahrt 2.

Ausfahrt §

Bei der fiinften Ausfahrt (11.12.2008) wurden insgesamt 24 Proben entnommen (16 Stanzen,
2 x vom Boden des Wartestalls vor der Betdubebucht, 2 x Messer, 1 x von der Ablage des TK
nach dem Abziehen des Vlieses, 1 x Fellabzugmaschine und 2 x Wandkiihlung im
Kiihlraum).

Bei den Stanzproben wurden pro Position nicht 8, sondern 4 Tierkorper ausgewdihlt und
jeweils an einer Stelle beprobt. Pro Position wurden TK1 (Hals), TK2 (Brust), (TK3) Bauch
und mit TK4 an Position 1 das Vorderbein beprobt (Tabelle 3.2).

Ausfahrt 6

Am 19.01.2009 wurden insgesamt 40 Proben gewonnen: 2 Proben vom Boden des Wartestalls
vor der Betdubebucht, 2 x Messer, 1 x von der Ablage des TK nach dem Abziehen des
Vlieses, 1 x Fellabzugmaschine und 2 x Wand Kiihlraum. Die Stanzprobenahmen erfolgten

wie bei Ausfahrt 2.

Ausfahrt 7

Am 31.01.09 wurden 40 Proben gewonnen: 32 Stanzen, 2 Proben vom Boden des Wartestalls
vor der Betdubebucht, 2 x Messer, 1 x von der Ablage des TK nach dem Abziehen des
Vlieses, 1 x Fellabzugmaschine und 2 x Wand Kiihlraum. Die Auswahl der Stanzproben war

identisch mit derjenigen auf der Ausfahrt 2.

Ausfahrt 8

Bei der achten Ausfahrt am 07.02.2009 wurden 25 Proben entnommen (16 Stanzen, 2 x
Proben vom Boden des Wartestalls vor der Betdubebucht, 2 x Proben von der Wand
Kiihlraum, 1 x von der Ablage des TK nach dem Abziehen des Vlieses, 1 x
Fellabzugmaschine, 2 x Messer und eine Probe vom Tiirgriff innen im Kiihlraum). Die

Stanzprobenahmen erfolgten wie bei Ausfahrt 5.

Ausfahrt 9
Am 21.02.2009 wurden folgende Proben gewonnen: 16 Stanzen, 2 x Proben vom Boden des

Wartestalls vor der Betdubebucht, 3 x Messer, 1 x von der Ablage des TK nach dem Abziehen
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des Vlieses, 1 x Fellabzugmaschine, 2 x Wand Kiihlraum und eine Probe vom Tiirgriff innen

im Kiihlraum. Die Stanzprobenahmen erfolgten wie bei Ausfahrt 5.

Ausfahrt 10
Datum 20.03.2009: Die Ausriistungsproben waren identisch mit denen der neunten Ausfahrt,
zusdtzlich wurde eine Probe vom Sterilisationsbecken fiir die Messer gewonnen. Die 16

Stanzprobenahmen erfolgten wie bei Ausfahrt 5.

Ausfahrt 11
Auch am 29.04.09 wurden 16 Stanzen wie bei Ausfahrt 5 gezogen. Die Ausriistungsproben

waren identisch mit denen der neunten Ausfahrt.

Ausfahrt 12

Am 30.05.2009 wurden 2 x Proben vom Boden des Wartestalls vor der Betdubebucht, 3 x
Messer, 1 x von der Ablage des TK nach dem Abziehen des Vlieses, 1 x Fellabzugmaschine,
2 x Wand Kiihlraum und eine Probe vom Tiirgriff innen im Kiihlraum. Die 16 Stanzproben

wurden wie bei Ausfahrt 5 entnommen.

Ausfahrt 13

Am 09.07.2009 wurden 2 x Proben vom Boden des Wartestalls vor der Betdubebucht, 3 x
Messer, 1 x von der Ablage des TK nach dem Abziehen des Vlieses, 1 x Fellabzugmaschine,
2 x Wand Kiihlraum und eine Probe vom Tiirgriff innen im Kiihlraum entnommen. Die 16

Stanzproben wurden entnommen wie bei Ausfahrt 5.

Ausfahrt 14

Bei der letzten Ausfahrt am 03.08.2009 wurden 2 x Proben vom Boden des Wartestalls vor
der Betdubebucht, 3 x Messer, 1 x von der Ablage des TK nach dem Abziehen des Vlieses, 1
x Fellabzugmaschine, 2 x Proben von dem Wand Kiihlraum und eine vom Tiirgriff innen im
Kiihlraum entnommen. Die 16 Stanzproben wurden entnommen wie bei Ausfahrt 5.

Die entnommenen Stanzproben sind in der Tab. 3. 2 wiedergegeben.
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Eigene Untersuchungen

Karkassen Umgebung
Datum Hals | Brust | Bauch | Vorderbein | Keule Boden vom"Pferch Messer Arlljalgﬁedzf Fellabzggs W and Tu rgriff St.e ribecken gesamt
vor der Betdubung Enthéiutung -maschine | Kiihlraum | Kiihlraum | fiir Messer
23.07.08 | 8 8 8 2 6 32
15.09.08 | 8 8 8 2 6 32
05.11.08 | 8 8 8 2 6 32
24.11.08 | 8 8 8 2 6 2 2 1 2 2 41
11.12.08 | 4 4 4 | 3 2 2 1 1 2 24
19.01.09 | 8 8 8 2 6 2 2 1 1 2 40
31.01.09 | 8 8 8 2 6 2 2 1 1 2 40
07.02.09 | 4 4 4 1 3 2 2 1 1 2 1 25
21.02.09 | 4 4 4 | 3 2 3 1 1 2 | 26
20.03.09 | 4 4 4 1 3 2 3 1 1 2 1 1 27
29.04.09 | 4 4 4 1 3 2 3 1 1 2 1 26
30.05.09 | 4 4 4 1 3 2 3 1 1 2 1 26
09.07.09 | 4 4 4 | 3 2 3 1 1 2 | 26
03.08.09 | 4 4 4 1 3 2 3 1 1 2 1 26
gesamt 80 80 80 20 60 22 28 11 12 22 7 1 423
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Tabelle 3. 2: Zahl der Stanzproben je Tierkorperstelle und Prozessposition

Position

TK-Stelle

Hals
Brust
Bauch

Vorderbein

Hals
Brust
Bauch

Keule

Hals
Brust
Bauch
Keule

Hals
Brust
Bauch
Keule

gesamt der Stanzproben

TK1,TK5
TK2,TK6
TK3,TK7
TK4,TK8

TK9,TK13

TK10,TK 14
TK11,TK15
TK12,TK16

TK17,TK18
TK17,TK18
TK17,TK18
TK17,TK18

TK19,TK2

TK19,TK20
TK19,TK20
TK19,TK20

32

2

TK1,TK5
TK2,TK6
TK3,TK7
TK4,TK8

TK9,TK13

TK10,TK 14
TK11,TK15
TK12,TK16

TK17,TK21
TK18,TK22
TK19,TK23
TK20,TK24

TK25,TK29
TK26,TK30
TK27,TK31
TK28,TK32

32

3

TK1,TK5
TK2,TK6
TK3,TK7
TK4,TK8

TK9,TK13

TK10,TK 14
TK11,TK15
TK12,TK16

TK17,TK21
TK18,TK22
TK19,TK23
TK20,TK24

TK25,TK29
TK26,TK30
TK27,TK31
TK28,TK32

32

4

TK1,TK5
TK2,TK6
TK3,TK7
TK4,TK8

TK9,TK13

TK10,TK14
TK11,TK15
TK12,TK16

TK17,TK21
TK18,TK22
TK19,TK23
TK20,TK24

TK25,TK29
TK26,TK30
TK27,TK31
TK28,TK32

32

TK1
TK2
TK3
TK4

TKS5
TK6
TK7
TKS8

TK9

TK10
TK11
TK12

TK13
TK14
TK15
TK16

16
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Ausfahrten
6

TK1,TK5
TK2,TK6
TK3,TK7
TK4,TK8

TK9,TK 13

TK10,TK14
TK11,TK15
TK12,TK16

TK17,TK21
TK18,TK22
TK19,TK23
TK20,TK24

TK25,TK29
TK26,TK30
TK27,TK31
TK28,TK32

32

7

TK1,TK5
TK2,TK6
TK3,TK7
TK4,TK8

TK9,TK13

TK10,TK14
TK11,TK15
TK12,TK16

TK17,TK21
TK18,TK22
TK19,TK23
TK20,TK24

TK25,TK29
TK26,TK30
TK27,TK31
TK28,TK32

32

TK1
TK2
TK3
TK4

TKS5
TK6
TK7
TK8

TK9

TK10
TK11
TK12

TK13
TK14
TK15
TK16

16

TK1
TK2
TK3
TK4

TKS5
TK6
TK7
TKS8

TK9

TK10
TK11
TK12

TK13
TK14
TK15
TK16

16

10

TK1
TK2
TK3
TK4

TKS5
TK6
TK7
TK8

TK9

TK10
TK11
TK12

TK13
TK14
TK15
TK16

16

11

TK1
TK2
TK3
TK4

TKS5
TK6
TK7
TKS8

TK9

TK10
TK11
TK12

TK13
TK14
TK15
TK16

16

12

TK1
TK2
TK3
TK4

TK5
TK6
TK7
TK8

TK9

TK10
TK11
TK12

TK13
TK14
TK15
TK16

16

13

TK1
TK2
TK3
TK4

TKS5
TK6
TK7
TK8

TK9

TK10
TK11
TK12

TK13
TK14
TK15
TK16

16

14

TK1
TK2
TK3
TK4

TK5
TK6
TK7
TK8

TK9

TK10
TK11
TK12

TK13
TK14
TK15
TK16

16
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34 Probentransport und Lagerung

Stanzproben und Tupfer wurden direkt nach der Entnahme in eine sterile Stomachertiite
verbracht und in einer Kiihlbox mit Kiihlelementen gekiihlt. Bei der Ankunft im Labor lag die
gemessene Temperatur der Proben zwischen + 0,2 °C und 5,0 °C. Die Lagerung erfolgte liber
Nacht bei 4-7 °C im Kiihlschrank. Am nichsten Tag wurde mit den Untersuchungen

begonnen.

3.5 Methodik
Anreicherungen, Medien und weitere notwendige Hilfsmittel wurden, soweit nicht anders

angegeben, in der institutseigenen Nahrbodenkiiche hergestellt.

3.5.1 Vorbereitung der Proben

Die Stanzproben (a3 5 cm? bzw. a 10 cm?) aus den Stomacherbeuteln wurden mit 50ml
gepufferten Peptonwassers (BPW) im Verhiltnis 1:10 (Stanzfliche von 5 cm?) bzw. 1:5
(Stanzflache mit 2 x 5 cm?) suspendiert. Die Kompressen wurden in 100 ml (Verdiinnung
100) suspendiert und im Stomacher- Gerdt 400 bei normaler Geschwindigkeit (60 s)

gestomachert und anschlieBend in den Kiihlschrank in einen Sténder gestellt.

3.5.2  Quantitative Verfahren

3.5.2.1 Bestimmen der aeroben Gesamtkeimzahl (GKZ)

Die GKZ wurde nach der amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB
ermittelt. Die Berechnung erfolgte in Anlehnung an die DIN-Vorschrift 10113-1.

Aus dem gestomacherten Beutel wurde 1ml Fliissigkeit (10°) mit einer sterilen Glaspipette
entnommen, in das erste mit 9 ml Natriumchlorid-Peptonwasser (0,85%) gefiillte
Reagenzrohrchen der Verdiinnungsreihe pipettiert (10™) und mit einem Mischgerit durch
dreimaliges Aufsetzen fiir je 3-5s gevortext. Diese dezimale Verdiinnungsreihe wurde bis 10™
weiter angelegt. Fiir jede Verdiinnungsstufe wurde eine separate sterile Pipette verwendet.
Jeweils 0,1 ml der entsprechenden Verdiinnung wurde auf 2 Standard-I-Ndhragarplatten
(Merck®™) (Standard-I-Agar) ausgespatelt, dabei wurde mit der hochsten Verdiinnung
begonnen. Bevor die Teilmengen auf die Platten iibergefiihrt wurden, wurde die Pipette
dreimal gefiillt und geleert. Die Teilmengen wurden mit separaten Spateln auf der Oberfldche
der Agarplatten in kreisender Bewegung gleichmiBig verteilt, die Agarplatten standen
anschlieBend 10 min. zur Trocknung und wurden danach bei 30 °C fiir 48 h bebrtitet. Die

Auswertung der bebriiteten Platten erfolgte durch Auszihlen der Koloniebildenden Einheiten
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(KbE). Zur Berechnung des gewichteten Mittelwertes wurden die Koloniezahlen der
niedrigsten und der ndchsthoheren auswertbaren Verdiinnungsstufe (Platten, auf denen 1 bis

300 KbE gewachsen waren) herangezogen, die Berechnung erfolgte nach folgender Formel:

_ 2c
c= xdxk
nx1+n;x0,1

Es bedeuten:
c gewogenes arithmetisches Mittel der Koloniezahlen
>c Summe der Kolonien aller Petrischalen, die zur Berechnung herangezogen wurden

(niedrigste und nichst hohere auswertbare Verdiinnungsstufe)

n; Anzahl der Petrischalen der niedrigsten auswertbaren Verdiinnungsstufe
n, Anzahl der Petrischalen der nidchst hoheren auswertbaren Verdiinnungsstufe
d Faktor der niedrigsten ausgewerteten Verdiinnungsstufe; hierbei handelt es sich um die

auf n; bezogene Verdiinnungsstufe.
k Konstante (=10), da nur 0,1 ml ausgespatelt wurden
Die Oberflichenkeimzahl (nokz) je cm” wurde nach folgender Gleichung berechnet:

cxV
Nokz =

A
gewogenes arithmetisches Mittel der Koloniezahlen

das Gesamtvolumen der zur Ausschiittelung verwendeten Verdiinnungslosung

> < o

die Probenahmefliche in cm? d. h. ¢ x 50 (bei einer Stanze) bzw.

5

¢x 50 wenn 2 Stanzen entnommen wurden (10 cm?)

10

3.5.2.2 Enterobacteriaceae (Eb)

Je Verdinnungsstufe (10° bis 10?) wurde 0,1 ml auf 2 Platten Violet Red Bile Dextrose
(VRBD) pipettiert, gespatelt und bei 30 °C fiir 48 h bebriitet. Nach der Auswertung wurden
Eb-verddchtige Kolonien auf Standard-I-Agar subkultiviert, bei 37 °C fiir 24 h bebriitet und
der Oxidase-Test durchgefiihrt. Oxidase-negative Kolonien mit einem Durchmesser grof3er als
0,5 mm und einem durch die Ausfillung von Gallensalzen verursachten rot-violetten

Prézipitationshof wurden ausgezéhlt nach der Formel:
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>c 50 50
xdx10x oder x
1’11X1+1’12X0,1 5 10

Fiir Symbole und rechnerische Ableitung gilt die Erklarung entsprechend der Ableitung der

Gesamtkeimzahl.

3.5.3  Qualitative Verfahren
Alle Proben (Stanzen und Kompressen) wurden qualitativ auf die folgenden
Untersuchungsziele untersucht: Campylobacter, Listeria, E.coli, Yersinia enterocolitica und

Salmonella.

3.5.3.1 Untersuchung auf thermophile Campylobacter

3.5.3.1.1 Konventionelle Untersuchung

Die Untersuchung wurde mit geringen Modifikationen nach DIN ISO 10272-1: 2004 (D)
durchgefiihrt (Anhang), 10 ml aus den Stomacherbeuteln wurden in 90 ml Bolton Bouillon
(Ox0id®) als selektive Anreicherung gegeben und zuerst fiir 4 h bei 37 °C unter aeroben
Bedingungen inkubiert, danach wurde in einer Bebriitungsbank mit kontrollierter Atmosphére
unter mikroaerophilen Bedingungen (5 % O,, 10 % CO,, 85 % N») bei 42°C fiir 48 h bebriitet.
Mit einer sterilen Impfose wurde aus der bebriiteten Anreicherungsbouillon Material
entnommen und auf der Oberfliche eines blutfreien selektiven Mediums mCCDA (Oxoid®)

ausgestrichen und unter erneut mikroaerophilen Bedingungen bei 42 °C fiir 48 h bebriitet'.

Bestitigung des Genus Campylobacter
Verdichtige weiigraue Kolonien wurden auf 5 % Columbia Blut Agar (Oxoid®)
ausgestrichen, 48 h bei 42 °C mikroaerophil bebriitet und die folgenden biochemische

Untersuchungen durchgefiihrt (Tabelle 3.3):

e Mikroskopie
Die Kolonien wurden mikroskopisch auf das Verhalten in der Gram- Farbung untersucht.

Verdichtig waren grammnegative, gebogene Bakterien unterschiedlicher Lange.

Interne Qualitdtssicherung (QS): Als Positivkontrolle wurden ein Campylobacter coli (DSM 4689) bzw.
Campylobacter jejuni (DSM 4688) und als Negativkontrolle E.coli (ATCC 25922) dem gesamten
Procedere analog und parallel mitgefiihrt.
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e  Wachstum bei 25 °C
Von den isolierten Kolonien wurde mittels Impfose ein Rohrchen mit Brucella- Bouillon
beimpft. Die Bebriitung erfolgte unter mikroaeroben Bedingungen bei 25 °C fiir 2-5 Tage. Es

war zu untersuchen, ob Wachstum vorliegt oder nicht.

e Oxidasenachweis
Von jeder einzelnen Platte wurde mit einer Ose eine gut isolierte Kolonie enthommen und auf
Oxidasereagenz-Filterpapier (Bactident®; Merck) ausgestrichen. Das Auftreten einer
blaulichen (malvenfarbigen), violetten oder tiefblauen Fiarbung innerhalb von 60 s weist auf

eine positive Reaktion hin, ausbleibender Farbumschlag zeigte eine negative Reaktion.

e Untersuchung zur Morphologie und Motilitit
Die ausgewihlten Kolonien wurden mittels Mikroskops auf Morphologie und Motilitét
untersucht. Fiir die Motilitdt wurden die Kolonien von Columbia-Blutagar in einem Tropfen
Brucella-Bouillon auf  einen Objekttrager aufgeschwemmt und mittels
Phasenkontrastmikroskops mit 400- facher VergroBerung auf Beweglichkeit und Morphologie
untersucht.

Eine spiralformige “Korkenzieher*-artige Motilitit weist auf Campylobacter hin.

e Triple Sugar Iron (TSI)-Agar
Dieses Medium wurde zur Priifung auf Fermentation von Glukose, Laktose, Saccharose sowie
zur Priifung der Hydrogensulfid (H,S)-Produktion verwendet. Mit einer Stichdse wurde
Standard-I-Agar mit der ausgewéhlten Kolonien beimpft, die Agarschrigfliche in Form von
Léangsausstrichen und der Agar der Hochschicht in Form einer Stichkultur. Es wurde 2-5 Tage
bei 42°C in einer mikroaeroben Atmosphire bebrtitet.
Thermotolerante Campylobacter spp. sind Glukose-, Laktose- und Saccharose-negativ, sie

zeigen keine Gasbildung (Tab. 3. 3, 3. 4).
e Hydrogensulfidbildung (H,S)

Die H,S-Bildung wurde im bebriiteten TSI-Agar zur weiteren Differenzierung herangezogen,

eine positive Reaktion zeigte sich durch Schwarzfarbung (Tab. 3. 3, 3. 4).
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Tabelle 3. 3: Biochemische Bestitigung des Genus Campylobacter

Campylobacter spp. Merkmale
Morphologie spiralig gebogene Stidbchen
Beweglichkeit +
Gramfarbung Gramnegativ
Oxidasereaktion +
Wachstum bei 25 °C -
Glukoseabbau -
Laktoseabbau -
Saccharoseabbau -
Gasbildung -
H,S-Bildung -k

* Jeichte H,S-Entwicklung nach 5 Tagen (manchmal durch C.coli Spuren einer Schwirzung) (DIN
ISO 10272-1: 2004)

Tabelle 3. 4: Auswertung des TSI-Agar

Hochschichtagar Gelb Glukosepositiv (Glukose-Umsetzung)
Rot oder unverindert | Glukosenegativ (keine Glukose-Umsetzung)
Schwarz Bildung von Schwefelwasserstoff (H,S)
Blasen oder Risse Gasbildung aus Glukose

Agarschréagfliche | Gelb Laktose- und/oder Saccharosepositiv (ein

Zucker oder beide Zucker werden abgebaut)

Rot oder unverdndert | Laktose- und/oder Saccharosenegativ (kein
Zuckerabbau)

Identifizierung von Campylobacter-Spezies

Zur Differenzierung der als Campylobacter spp. (Genus) identifizierten Isolate (Spezies)

wurden weitere Untersuchungen durchgefiihrt:

e Katalasenachweis
Eine Impfdse mit Kultur aus dem TSI-Agar oder vom Standard I-Agar (Merck®™) wurde in
einen Tropfen 3 %ige Wasserstoffperoxidlosung (H,O,) (ID Color Katalase ID-ASE, Fa.
BioMerieux®) auf einen sauberen Objekttriger gegeben. Deutliche Blasenbildung innerhalb

von 30 s zeigte ein positives Ergebnis an.
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e Sensibilitit gegeniiber Nalidixinsidure und Cefalotin

Von der Reinkulturplatte (Columbia- Blutagar) wurde eine gerade sichtbare homogene
Bakteriensuspension in Brucella-Bouillon in einer Konzentration, die 0,5 McFarland
entspricht, hergestellt und auf eine Muller-Hinton-Blutagar-Platte (5 %ig) gegossen. Nach
einer Kontaktzeit von 5 Minuten wurde die iiberschiissige Suspension entfernt und die Platte
im Brutschrank bei 37 °C 10 min. lang getrocknet. Auf die Agaroberfliche wurden je ein
Testscheibchen mit Nalidixinsdure (30 pg) und Cefalotin (30 pg) aufgelegt und unter
mikroaeroben Bedingungen bei 37 °C fiir 24 h bebriitet”. Das Bakterienwachstum wurde wie
folgt bewertet:

Wachstum bis zum Scheibchen zeigte Resistenz an, das Vorliegen einer

Wachstumshemmzone jeglicher GroBe galt als sensibel (Tab. 3. 5).

e Nachweis der Hippurat-Hydrolyse
Von isolierten Kolonien wurde agarfreie Zellmasse mittels einer Impfose in ein R6hrchen mit
0,4 ml 1,0 %iger Natriumhippuratlosung gegeben. Nach Schiitteln zur griindlichen
Durchmischung erfolgte eine Bebriitung fiir 2 h im Brutschrank bei 37 °C. Danach wurden
vorsichtig 0,2 ml 3,5 %ige Ninhydrinlosung (frisch hergestellt) auf die Oberfliche der
Natriumhippuratlosung aufgebracht. Schiittelbewegungen waren zu vermeiden. Nach
zusétzlicher Bebriitung bei 37 °C fiir 10 min. im Brutschrank wurde abgelesen. Eine positive
Reaktion zeigte sich durch eine dunkelviolette Farbung, hellviolette Farbung zeigte eine

negative Reaktion an (Tab. 3. 5).

Tabelle 3. 5: Biochemische Differenzierung der Campylobacter-Spezies

Merkmale C.jejuni C.coli C.lari C.upsaliensis
Nalidixinsdure S S R S
Cefalotin R R R S

Katalase + + + - oder leicht
Hippurat-Hydrolyse + - - -

+ = positiv, - = negativ, S = sensibel, R = resistent, (+) = leicht positiv
* Anmerkung: Es wurde eine Zunahme der Resistenz bestimmter Stimme von C.jejuni und C.coli
gegeniiber Nalidixinséure festgestellt (DIN ISO 10272-1: 2004).

Interne Qualitétssicherung (QS): Nalidixinsdure- (30 pg) und Cefalotin-Testscheibchen (30 pg)
wurden bei -30 °C im Tiefkiihlschrank aufbewahrt.
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3.5.3.1.2 Molekularbiologische Untersuchung mittels Polymerase Chain Reaction (PCR)
Die Genus- und Speziesidentitit der Isolate wurden auch mittels PCR gepriift. Hierzu wurden
die identifizierten Isolate auf Blutplatten (5 %ig) unter mikroaerophilen Bedingungen bei

42°C fiir 2 Tage angeziichtet.

Gewinnung des DNA-Extraktes

Die DNA- Aufbereitung erfolgte mittels Kochmethode. Dafiir wurde eine Keimsuspension
hergestellt, indem eine Impfése mit Bakterienmaterial in ca. 2 ml Physiologische Kochsalz-
Losung eingebracht und beides gut vermischt wurde. Iml der Suspension wurde in ein 1,5 ml
Reaktionsgefil (Eppendorf) pipettiert und 5 min. bei 10.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abpipetiert, verworfen und das Pellet in 200 ul A. bidest resuspendiert und wiederum
bei 10.000 rpm fiir Smin. zentrifugiert, der Uberstand wurde wieder abgenommen und das
Pellet in 500 pl A.bidest erneut resuspendiert. Diese Bakteriensuspension wurde fiir 10 min.
bei 100 °C im Thermoblock gekocht, danach auf Eis (10 min.) gestellt und 1 min. bei 14.000
rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf- Gefi3 gegeben, bei -20 °C
aufbewahrt oder direkt fiir die PCR verwendet.

Primer- Sequenz

Vier Primer, nach Wang et al. (2002) und Eyers et al. (1993) wurden ausgewdhlt (Tab. 3. 6):
Zum Genus-Nachweis eine Campylobacter-spezifische Sequenz aus der 23S rRNA, die
anderen Primer dienten der Erkennung der Spezies (Gensequenz hipO fiir C.jejuni,

Gensequenz glyA fiir C.coliund 23S rRNA fir C.lari)

Tabelle 3. 6: Primer zur Genus- und Spezies- Identifizierung von Campylobacter mittels PCR

. . Produkt-
Untersqchungs— Ziel- Pr.1mer Sequenz (5'-=> 3) ariBe Quelle
ziel Gene | Bezeichnung
(bp)

Wang
Campylobacter | 23 23SF TATACCGGTAAGGAGTGCTGGAG 650 e
rRNA 23SR ATCAATTAACCTTCGAGCACCG (2000)

Cioimi O CJF ACTTCTTTATTGCTTGCTGC 123 W
Jeunt P CIR GCCACAACAAGTAAAGAAGC eta;g
. CCF GTAAAACCAAAGCTTATCGTG '
C.coli g4 CCR TCCAGCAATGTGTGCAATG 126 | (2002)
Clari 235 Therml TATTCCAATACCAACATTAGT 260 iffjs
Lart *RNA lari CTCTTAACGACTACGGCA ( 993')
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Drei PCR- Ansitze wurden durchgefiihrt: Der erste Ansatz (eine konventionelle PCR) zur
Identifizierung des Genus Campylobacter anhand einer Sequenz aus der 23s rRNA. Eine
Multiplex-PCR detektierte das 2ipO Gen von C.jejuni und das gly4 Gen von C.coli, der dritte
Ansatz diente der Identifizierung eines C.lari-spezifischen Bereichs auf dem 23s YRNA Gen

(Tab. 3. 6).

Identifizierung des Genus Campylobacter

Die hier verwendete PCR wurde nach WANG et al. (2002) durchgefiihrt. Konzentrationen
und Volumina [ul] fiir den PCR- Reaktionsansatz zur Amplifikation des Ziel-Gen- Abschnitts
sind in Tab. 3. 7 dargestellt.

Tabelle 3. 7: Komponenten des Mastermix fiir die PCR-basierte Identifizierung des Genus
Campylobacter

Reaktionsansatz Konzentration Volumen [pl]
Aqua bidest auf 25 ul 19,3
Deoxynukleosidtriphosphat 200 uM 0,5
10x Puffer (500 mM Tris-HCI, 100 mM KClI, Ix 25

50 mM (NH4),SO4 und 20 mM MgCl,) ’

Primer 23SF 0,5 uM 0,05
Primer 23SR 0,5 uM 0,05
s it oy ™= |0
Template 2,5

Die Komponenten dieses Mastermix wurden in ein 0,2ml PCR-Reaktionsgefal3 pipettiert. Fiir
die Negativ-Kontrolle wurde an Stelle des DNA-Materials die entsprechende Menge an
A.bidest zugegeben. Der PCR-Ansatz durchlief im Thermocycler (Primus 96 plus,
MWG®Biotech) folgendes Temperatur- Zeit- Programm:
e Initiale Denaturierung: bei + 95 °C fiir 6 min
e Es folgten 30 Zyklen, bestehend aus
Denaturierungs-Phase bei + 95 °C fiir 0,5 min
Annealing- Phase bei + 61 °C fiir 0,5 min
Extentions- Phase bei + 72 °C fiir 0,5 min
e Nach Zyklus 30: finale Extentions- Phase bei +72 °C fiir 7 min. und Kiihlung auf
+6°C
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C.jejuni und C.coli — Identifizierung
Zur Unterscheidung zwischen C.jejuni und C.coli wurden die Primer hipO fiir C jejuni und
glyA fiir C.coli eingesetzt und eine PCR nach WANG et al. (2002) durchgefiihrt.

Konzentrationen und Volumina [pl] der Reagenzien fiir den Reaktionsansatz sind in Tab. 3. 8

aufgelistet.

Tabelle 3. 8: Komponenten des Mastermix fiir die PCR- basierte Identifizierung von C.jejuni
und C.coli

Reaktionsansatz Konzentration Volumen [pl]
Aqua bidest auf 25 pl 18,55
Deoxynucleosid Triphosphat 200 uM 0,5
10x Puffer (500 mM Tris-HCI, 100 mM KCl, 50 Ix 25
mM (NH4)st4 und 20 mM Mng) ’
Primer CJF fiir C,jejuni 0,5 uM 0,125
Primer CJR fiir C.jejuni 0,5 uM 0,125
Primer CCF fiir C.coli 1 uM 0,25
Primer CCR fiir C.coli 1 uM 0,25
®
ngtStart. Taq DNA Polymer‘ase (Roche 0.5 unit 0.2
Diagnostics, GmbH, Mannheim)
Template 2,5

Der Reagenzien-Mix wurde fiir jede Probe in ein 0,2 ml PCR-Reaktionsgefal3 pipettiert. Die
DNA-Amplifikation erfolgte im Thermocycler (Primus 96 plus, MWG®- Biotech) nach
folgendem Temperatur-Zeit-Programm:
e Initiale Denaturierung: bei + 95 °C fiir 6 min
e 30 Zyklen, bestehend aus
Denaturierungsphase bei + 95 °C fiir 0,5 min
Annealing- Phase bei + 61 °C fiir 0,5 min
Extentions- Phase bei + 72° C fiir 0,5 min
e Nach Zyklus 30: letzte Extentions- Phase bei + 72 °C fiir 7min. Kiihlung auf + 6 °C
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C.lari — Identifizierung
Die Identifizierung von C.lari wurde nach EYERS et al. (1993) durchgefiihrt (Tab. 3. 6).
Konzentrationen und Volumina [pul] der Reagenzien fiir den PCR-Reaktionsansatz sind in

Tab. 3.9 wiedergegeben.

Tabelle 3. 9: Komponenten des Mastermix fiir die PCR-basierte Identifizierung von C.lari

Reaktionsansatz Konzentration Volumen [pl]
Aqua bidest auf 25 pl 17,7
Deoxynukleosidtriphosphat 200 uM 0,5
10x Puffer (100 mM Tris-HCI [pH 8,3], 500 Ix 25
mM KCI und 50 mM [NH4],SO4) ’
MgCl, 1,5 mM 1,5
Primer Therm1 0,25 uM 0,1
Primer Lari 0,25 uM 0,1
AmpliTaq” Gold DNA Polymerase (Roche 0.5 unit 0.1
Molecular Systems, New Jersy, USA) ’ ’
Template 2,5

Der Mastermix wurde in ein 0,2ml PCR-Reaktionsgefall pipettiert. Die DNA-Amplifikation
erfolgte im Thermocycler (Trio- Thermoblock, Biometra) nach folgendem Temperatur-Zeit-

Programm:

e Initiale Denaturierung: bei + 95 °C fiir 8 min.

e 45 Zyklen, bestehend aus
Denaturierungs-Phase bei + 94 °C fiir Imin
Annealing- Phase bei + 56 °C fiir 1 min
Extentions- Phase bei + 72 °C fiir 1 min

e Nach Zyklus 45: letzte Extentions- Phase bei + 72 °C fiir Smin. und Kiihlung auf +6°C

Gelelektrophoretische Auftrennung

Fiir die Herstellung des Agarosegels wurde 1,5 g Agarose eingewogen, zu 100 ml 1x TBE-
Puffer gegeben und mit einem beheizbaren Magnetrithrer unter stindigem Riithren zum
Kochen gebracht, bis die Agarose vollstindig gelost war. Danach wurde die Agarose-Losung
im Wasserbad auf 50 °C abgekiihlt und luftblasenfrei in die horizontale Gelgiefkammer mit
eingesetztem Kamm gegossen. Nach ca. 30 min. bei Raumtemperatur wurde 1 x TBE- Puffer

darauf gegossen und der Geltaschen-Kamm nach Erstarren aus dem Gel entfernt. Jeweils 8 pl
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Amplifikat von jeder Probe wurden mit 3 pl Ladepuffer gemischt und in die Geltaschen des
Agarosegels pipettiert. Die Auftrennung wurde in der Elektrophorese- Kammer im
elektrischen Gleichstromfeld ,,Elektrophorese-Power Supply* fiir 60 min. (bei C.lari 90 min.)
unter einer Spannung von 150 Volt durchgefiihrt.

Marker

Zur Ermittlung der Bandengrofe der Amplifikate wurden gleichzeitig in jedem Gel fiir die
Identifizierung der spezifischen Banden fiir Genus (650 bp), C.jejuni (323 bp) und C.coli (126
bp) 5 ul der DNA- Marker pBR328 (Roth™) mitgefiihrt, wihrend fiir C.lari (260 bp) die
DNA-Marker DNA-Hind III + ®x174 DNA-Hae III (Finnzymes") verwendet wurden.

Visualisierung der aufgetrennten PCR-Produkte

Die Darstellung der Amplifikationsprodukte erfolgte durch Féarbung mit 0.005 % w/v
Ethidium-Bromid fiir 20 min. und Entfirbung in Aqua dest. iiber 15min. Die aufgetrennten
DNA-Banden wurden mittels ultravioletten Lichts sichtbar gemacht, danach erfolgte die
Dokumentation der aufgetrennten Banden mit dem Photo-Auswertungssystem DIAS-II

(Serva®).

3.5.3.1.3 Molekularbiologische Untersuchung mittels Pulsed Field Gel Elektrophorese
(PFGE)

Die Untersuchung erfolgte in Anlehnung an das CAMPYNET- Standard- Protokoll fiir

Campylobacter jejuni und Campylobacter coli (ON et al. 2000). Als Restriktionsenzym

wurde Kpnl verwendet.

Anzucht und Vorbereitung

Die konventionell und mittels PCR als Campylobacter identifizierten Isolate (bei -20 °C
gelagert) wurden auf Schafblutplatten (5 %ig) unter mikroaerophilen Bedingungen bei 42 °C
fiir 2 Tage angeziichtet. Es wurde eine 1 %ige Megabase-Agarose-Losung (Fa. BioRad®™) in
Aqua bidest hergestellt (1 g Megabase-Agarose wurde zu 100 ml Aqua bidest gegeben und
gekocht bis die Agarose vollstandig geldst) und im Wasserbad auf 56 °C gekiihlt.

Zur Herstellung der Keimsuspension wurde Bakterienmaterial von der Blutplatte mittels
Impfose in ca. 2 ml eiskalter Pett [V-Losung mit einer Konzentration von MacFarland 6-7
eingegeben. Die Zelldichte wurden mit dem Photometer (Titertek Multiskan®Plus MKII) bei

630 nm gemessen. 150 pl dieser Keimsuspension wurden mit 350 pl Agarose gemischt, in
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eine GieBblock-Form (BioRad™) gefiillt und gekiihlt. Nach 10 min. im Kiihlschrank wurden
die erstarrten Agarose-Blockchen (10 mm hoch, 5 mm breit und 1,5 mm dick) aus der Form

entnommen und jeweils in ein Eppendorf-Tube gegeben.

Deproteinisierung (Bakterienzellmembran-Lyse)

Jedes Blockchen wurde mit 1,5ml ESP-Puffer versetzt. Die Inkubation erfolgte {iber Nacht bei
56 °C im Thermomixer bei ca. 550 rpm. Der Puffer wurde am néchsten Tag entfernt und
durch frischen ESP- Puffer ersetzt und weitere 18-24 h unter den gleichen Bedingungen
inkubiert.

Nach dem Entfernen dieses ESP-Puffers wurden die Blockchen sechsmal mit je 1,5 ml TE-
Puffer pH 8 gewaschen (Horizontalschiittler, 550 rpm, jeweils mind. 20 min.) und in 1,5 ml

TE- Puffer im Kiihlschrank bis zur Untersuchung aufbewahrt.

Restriktionsverdau

Von jedem Agarose-Blockchen wurde eine 1 mm-Scheibe abgeschnitten und in einem
Eppendorfgefil mit 1 ml Aquilibrier-Puffer bei Raumtemperatur dquilibriert. Nach 30min.
wurde der Puffer gegen 50 ul Restriktionsendonuklease-Losung mit 60 U Kpnl (Roche®)
ausgetauscht. Die Inkubation erfolgte iiber Nacht bei 37 °C.

Herstellung des Elektrophorese-Gels

1,4 % Agarose (Pulsed Field Certified Agarose, BioRad®™) wurde in 0,5 x TBE- Puffer (45
mMol Tris, 45 mmol Borsdure, I mmol EDTA) gekocht, im Wasserbad abgekiihlt und dann
gegossen (ca. Sml der Agarose wurden zum Verschliessen der Gelslots als Rest im Wasserbad
aufbewahrt). Die GieBform und der Kamm waren vorher mit absoluten Ethanol gereinigt

worden. Die Arbeiten erfolgten auf einem Nivelliertisch.

Durchfithrung der PFGE

25 ul ES- Puffer und 50 pl Ladepuffer wurden zu den Proben aus dem Restriktionsverdau in
das Proben- Gefil} zugegeben. Nach ca. Smin. wurde die gesamte Fliissigkeit abgegossen und
die Agarose-Scheibchen in die Slots des vorbereiteten Gels Tberfithrt. Als DNA-
Langenmarker im Gel wurde ein Lambda Ladder PFGE Marker (Pulse Marker 50-1.000 kb,
Sigma®) verwendet. Die Slots wurden mit der restlichen fliissigen Agarose iiberschichtet. Das

Gel wurde in die bereits mit Laufpuffer gefiillte Gelkammer eingesetzt und das Programm
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gestartet (fiir Kpnl: Pulsfrequenz: 4-20 Sekunden, Dauer: 20 h, Spannung: 200 V,
Temperatur: 14 °C).

Darstellung und Dokumentation

Nach Beendigung des Laufprogramms wurde das Gel in 0,005 % w/v Ethidiumbromid-
Losung fiir 30 min. gefarbt und im Anschluss 20 min. lang in destilliertem Wasser entférbt.
Die aufgetrennten DNA-Banden wurden unter ultravioletten Licht sichtbar (320 nm) gemacht.
Danach erfolgte die Dokumentation der aufgetrennten DNA-Banden mittels des Photo-
Auswertungssystems DIAS-II (Serva®).

Die Auswertung erfolgte visuell (TENOVER et al. 1995). Optische Gleichheit von Banden
bedeutete, dass mit dem oder den eingesetzten Restriktionenzym kein Unterschied gefunden
werden konnte.

Wenn 1-3 Banden unterschiedlich sind, kann eine Mutation erfolgt sein (innerhalb einer
Bande schneidet das Enzym zusétzlich: die betreffende Bande verschwindet, es kdnnen 2
kleinere entstehen). Diese ,,Subtypen™ zeigen eine nahe Verwandtschaft mit den

Ursprungstypen (TENOVER et al. 1995).

3.5.3.2 Untersuchung auf Listeria

Die Untersuchung auf Listeria erfolgte in Anlehnung an § 64 LFGB und nach ISO 11290
(1995).

10 ml der Ausgangs-Suspension im Stomacherbeutel wurden in 90 ml Oxoid-Novel-
Enrichment-Broth-Listeria (ONE Bouillon-Anreicherung) gegeben und bei 30 °C fiir 24-48 h
bebriitet. Bei Schwarzfarbung der Bouillon nach 24 h wurde auf Oxoid-Chromogen-Listeria-
Selektivnidhrboden (OCLA Oxoid®™) ausgestrichen und bei 37 °C fiir 24-48 h bebriitet,
andernfalls wurde die Bouillon bis 48 h weiter bebriitet’. Bei Wachstum von blauen Kolonien
mit triibem Hof (L.monocytogenes) oder ohne Hof (Listeria spp.) wurde auf Standard-I-

Nihragar (Merck®™) und 5 %igem Columbia Blut Agar subkultiviert (Anhang).

QS: Fiir alle Arbeitsschritte wurde als Positivkontrolle Listeria monocytogenes (DSM 20600") und als
Negativkontrolle Enterococcus faecalis (DSM 2570) mitgefiihrt.
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Reaktionen zur Bestitigung des Genus

Die folgenden biochemischen Untersuchungen wurden durchgefiihrt (ISO 11290, 1995):

e Mikroskopie
In der Gram- Farbung sind Listerien grampositive diinne kurze Stdbchen von etwa 0,4 um bis

0,5 um Durchmesser und 1 pm bis 2 um Lénge.

e Katalase und Oxidase: Vergleiche die Reaktionen unter Campylobacter (3.6.3.1.1).

e Voges-Proskauer-Reaktion und Methylrot-Test (VPR/MR)

Bei der VPR und dem MR-Test handelt es sich um das selbe Ndhrmedium, aber um einem
getrennten Ansatz. In je ein VPR/MR-Ro6hrchen wurde eine gerade sichtbare homogene
Bakteriensuspension aus Kolonien der Reinkulturplatte (Columbia-Blutagar oder Standard-I-
Agar) hergestellt, nach Schiitteln erfolgte eine Bebriitung bei 37 °C fiir 24-48 h. Fiir die VP-
Reaktion wurden 3 ml Barrit- Reagenz (Alpha Naphtol- Lésung) hinzugegeben und gut
gemischt, dann wurde 1ml 40 %iger Kalilauge hinzugegeben und gevortext. Fiir die MR-
Reaktion wurden 5 Tropfen Methylrot-Indikator Losung hinzugegeben.

Die Ergebnisse der VP- und MR-Reaktion zeigten sich in einen Farbumschlag (bei einem

negativen Ergebnis Gelbfarbung, ein positives Ergebnis zeigte eine Rotfarbung an (Tab.3.10).

e Urease-Titigkeit
Mit einer Stichdse wurde Urease-Ndhrmedium mit der ausgewidhlten Kolonien von
Columbia- Blutagar oder Standard-I-Agar beimpft. Die Agarschrigfliche wurde in Form von
Léangsausstrichen und der Hochschichtagar in Form einer Stichkultur beimpft. Bebriitet
wurden bei 37 °C fiir 2-5 Tage. Farbumschlag nach rosa bis pink stand fiir ein positives

Ergebnis, Farbumschlag nach gelb stand fiir ein negatives Ergebnis (Tab. 3. 10).

e H,S-Bildung (Kligler)
Zur Priifung auf das H,S-Bildungsvermdgen wurde das Kligler -Medium verwendet, wie bei
der TSI-Reaktion fiir Campylobacter angegeben (3.6.3.1.1). Die Inkubation erfolgte bei 37 °C

fiir 24 h bei aerobem Wachstum, eine positive Reaktion zeigte sich durch Schwarzfarbung.
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e Oxidations/Fermentations-Test (O/F)
Mit einem Impfdraht wurde die ausgewidhlte Kolonie von Columbia-Blutagar in je 2
Rohrchen (Hochschichtagar) als Stichkultur beimpft, ein Rohrchen mit sterilem Paraffin fiir
die fermentative Reaktion abgedeckt und bei 37 °C fiir 2-4 Tage bebriitet. Ein positives
Ergebnis wurde durch Gelbfiarbung angezeigt, bei ,negativ erfolgte kein Farbumschlag

(Tab.3.10).

e Beweglichkeit bei 25 °C
Die Kultur wurde mit einem Impfdraht in ein Beweglichkeit-Agar-Rohrchen 0,5-1,0 cm tief
beimpft und bei 25 °C fiir 2-5 Tage bebriitet. Beweglichkeit zeigte sich durch

Triibungswachstum um die beimpfte Zone, die die Form eines ,,Schirms* annehmen kann.

e Indolbildung
Ein Indol-Rohrchen wurde mittels einer Impfose mit einer Kolonie beimpft, die Bebriitung
erfolgte bei 37 °C fiir 2-5 Tage, iiberschichtet wurde mit 0,5 ml Kovacs- Reagenz: positive
Indolreaktion zeigte sich als Rotfarbung, bei einem Indol-negativen Ergebnis ergab sich keine

Verfarbung.

e Askulin-Abbau
Ein Réhrchen mit Askulin wurde mittels Impfése mit einer isolierten Kolonie beimpft und bei
37 °C fur 2-5 Tage bebriitet. Danach wurde einige Tropfen einer 10 %igen Eisen-III Citrat-
Losung zugegeben. Askulin- Abbau zeigte sich als Schwarzfirbung, bei einem negativen

Ergebnis zeigte sich kein Farbumschlag.

e Nitrat Test
Ein Rohrchen mit Nitrat-Bouillon wurde mittels Impfose mit einer isolierten Kolonie beimpft,
gevortext und bei 37°C 48 h bebriitet. Danach wurde einige Tropfen einer Griess-Ilosvays
Losung zugegeben. Bei einem positiven Ergebnis zeigte sich sofort eine Pink-Farbe. Wenn es
keinen Farbumschlag gab, wurde in einem weiteren Schritt Zinkstaub hinzugegeben. Bei
einem positiven Ergebnis zeigte sich kein Farbumschlag, bei einem negativen Ergebnis zeigte

sich eine Pink-Farbung.
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Tabelle 3. 10: Biochemische Bestitigung des Genus Listeria

Reaktionen Listeria Merkmale
Mikroskopie grampositive kleine gerade Stébchen
Beweglichkeit (25 °C) +
Oxidase -
Katalase +
VPR/MR (+)+
Urease -
O/F (Glukose) +/+
Askulin +
Indol -
H,S (Kligler) -
Nitrat-Test -

e CAMP- Test

Auf Blut Agar Base Nr.2 mit 5 % Schafblut wurden mit je einem diinnen geraden Impfstrich
Kulturen von Staphylococcus aureus DSM 12463 und Rhodococcus equi DSM 43349 an der
rechten bzw. linken Seite als vertikale Linien ausgestrichen. Kontrollkulturen von Listeria
monocytogenes DSM 19094 und Listeria ivanovii wurden in 2 bis 3 mm Abstand im rechten
Winkel dazu ausgestrichen. Die Teststimme wurden in gleicher Weise im rechten Winkel zu
diesen Kulturen so ausgestrichen, dass sich die Teststimme und diese Kulturen nicht
beriihrten, sondern dort, wo sie sich am nédchsten kamen, etwa 2 bis 3 mm voneinander
entfernt waren (ausgestrichen parallel zu den Kontrollkulturen). Der Agar wurde fiir 24 h bei
37 °C bebriitet.

Die Auswertung erfolgte nach folgendem Muster:
1. L.monocytogenes: Kleine abgerundete Zone mit verstirkter Himolyse mit S.aureus

und negativ mit R.equi

2. L.ivanovii: Negativ mit S.aureus, aber vollstindige Himolyse mit R.equi (Abb. 3. 5).
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Rhodococcus equi
DSM 43349

Staphylococcus aureus
DSM 12463

L.ivanovii

Teststamm 1

Teststamm 2

Abbildung 3. 5: CAMP- Test: Durchfiihrung und Auswertung

Tabelle 3. 11: Biochemische Differenzierung von Listeria

Kleine abgerundete Zone, verstiarkte
Himolyse bei L.monocytogenes

L.monocytogenes DSM 19094

Merkmale L.monocytogenes L.innocua L.grayi L.ivanovii | L.denitrificans

Volﬁlistéindige . i i N i
Hémolyse

Nitrat - - - - +
Rhamnose + D - - -
D-Xylose - - - + +
Arabinose - - - - +
Manitol - - + - -
VPR + + + + -
CAMP S.aureus + - - - -
~Test R.equi - - - + -

D: unterschiedliche Reaktion
Anmerkung: Es existieren seltene Stimme von L.monocytogenes, die keine Hiamolyse oder eine
positive Reaktion im CAMP-Test unter den Bedingungen zeigen, wie sie in ISO 11290-2 (1995)

beschrieben werden.

3.5.3.3 Untersuchung auf Escherichia coli

3.5.3.3.1 Konventionelle Untersuchung

Der Nachweis von FE.coli erfolgte nach DIN ISO 16654. 1 ml des Inhaltes eines

Stomacherbeutels wurde in 10 ml Brila- Bouillon (Brilliantgriin mit 2 % Galle) gegeben und

gevortext. AuschlieBend wurde bei 44 °C fiir 48 h bebriitet und danach mit steriler Impfose
auf E.coli Direkt Agar (ECDC-Agar) ausgestrichen und bei 44 °C fiir 24 h bebriitet. Mittels
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Fluoreszenz im UV- Licht (366 nm) und eines positiven Indoltests (Rotfiarbung) mittels
Kovac’s-Reagenz kann unter den entstandenen Kolonien E.coli gefunden werden®. Falls keine
Fluoreszenz im UV-Licht nachgewiesen wurde, wurden die Platten bei Zimmertemperatur bis

zum nichsten Tag (48 h) belassen und nochmals auf Fluoreszenz gepriift (Anhang 9.3.3).

3.5.3.3.2 Molekularbiologische Untersuchung mittels Polymerase Chain Reaction (PCR)

Zur Bestitigung wurde das PCR- Verfahren nach OSEK et al. (2000) durchgefiihrt. Die
Gewinnung des DNA- Extraktes der Isolaten erfolgte auf dieselbe Weise wie die Gewinnung
des DNA- Extraktes der Campylobacter- Isolate.

Eingesetzt wurden die Primer EC1 und EC2 (Tab. 3. 12).

Tabelle 3. 12: Primer zur Identifizierung von E.coli mittels PCR

Tareet Produkte-
& Primer Sequenz (5°-- > 37) Grofe Quelle
Gene
(bp)
ECl1 CCGATACGCTGCCAATCAGT
Osek et al.
uspA 884
EC2 ACGCAGACCGTAAGGGCCAGAT (2000)

Konzentrationen und Volumina der Reagenzien fiir den Reaktionsansatz sind in Tab. 3. 13

angegeben.

Tabelle 3. 13: Komponenten des Mastermix fiir die PCR-basierte Identifizierung von E.coli

Komponenten Konzentration Volumen [pl]

Aqua bidest Auf 25 ul 18,9
Deoxynucleosidtriphosphat 200 uM 0,5

10x Puffer (500 mM Tris-HCI, 100 mM KClI, Ix 2,54l

50 mM (NH4),SO4 und 20 mM MgCl,) ’

Primer EC1 I M 0,25

Primer EC2 I M 0,25
e minosis, Ombte, sty | 023 it
Template 2,5

QS: Als Positivkontrolle wurden E.coli ATCC 25922 und als Negativkontrolle Staphylococcus aureus

DSM 799 mitgefiihrt. Die isolierten Kolonien wurden auf Schrigagar (Standard-II-Néhragar)
iiberimpft, bei 37 °C fiir 24 h bebriitet und im Kiihlschrank bei 4-6 °C aufbewahrt.
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Die Amplifikation erfolgte im Thermocycler (Biometra Trio-Thermoblock, Fa. Biotron,
Gottingen) nach folgendem Temperatur-Zeit-Programm:
e Initial-Denaturierung: + 94 °C fiir 5 min
e 35 Zyklen bestehend aus: Denaturierungs- Phase bei + 94 °C fiir 60 s
Annealing- Phase bei + 56 °C fiir 60 s
Extentions- Phase bei + 72 °C fiir 60 s
e letzte Extentions- Phase: + 72 °C fiir 5 min

e Kiihlung: +6°C

Gelelektrophoretische Auftrennung

Zur Herstellung des Agarosegels (2 %) wurden 2,0 g Agarose eingewogen und in 100 ml 1x
TBE- Puffer gelost. Zur Ermittlung der Bandengrof3e der Amplifikate wurden 5 pl der DNA-
Marker pBR328 (Roth™) mit 884 bp verwendet, die Amplifikate wurden in die Geltaschen des
Agarosegels pipettiert. In der Elektrophorese- Kammer wurde fiir 60 min. ein elektrisches
Gleichstromfeld mit 150 Volt Spannung angelegt.

Die Darstellung der Amplifikationsprodukte erfolgte durch Fiarbung mit 0.005 % w/v
Ethidium-Bromid fiir 20 min. und durch eine 15-miniitige Entfairbung in Aqua dest. Die
aufgetrennten DNA- Banden wurden mittels ultravioletten Lichts sichtbar gemacht, danach
erfolgte die Dokumentation der aufgetrennten DNA-Banden mit Hilfe des Photo-
Auswertungssystems DIAS-II (Serva®).

3.5.3.4 Untersuchung auf Yersinia enterocolitica

Zum Nachweis von Yersinia wurde nach ISO/DIN 10273 (2003) vorgegangen, 10 ml
Suspension wurden in 90 ml OBmer-Bouillon und 5 ml in 95 ml ,,Pepton Sorbitol and Bile
Salts* (PSB-Bouillon) gegeben. Die Omer- Bouillon wurde bei 25 °C fiir 48 h, die PSB bei
25 °C fir 3-5 Tage bebriitet. Die OBmer- Bouillon wurde auf Cefsulodin Irgasan Novobiocin
(CIN-Agar) ausgestrichen, wahrend 0,5 ml der PSB- Bouillon fiir 20 s in 4,5 ml KOH
(alkalische Behandlung) gegeben und danach auf CIN-Agar ausgestrichen wurden. Die
Bebriitung erfolgte bei 30 °C fiir 24-48 h. Es wurde auch direkt von PSB-Bouillon auf CIN-
Platten ausgestrichen und bei 30 °C fiir 24-48 h bebriitet. Charakterische Kolonien

(transparente, leicht erhabene Kolonien < 1 mm mit rosa bis rotem Zentrum: ,,Kuhaugen®)
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wurden auf Standard-I-Agar (Merck™) zur weiteren Charakterisierung ausgestrichen und bei

30 °C fiir 24 h bebriitet’ (Anhang 9.3.4).

Bestiitigung des Genus Yersinia

Zur Genus-Bestitigung wurden folgende Reaktionen durchgefiihrt:

e Mikroskopie
In der Gram-Farbung erscheint Yersinia spp. als grammnegatives Stibchen, am Ende oft mit

Kornchen.

e Oxidase

Die Reaktion erfolgte so, wie bereits fiir Campylobacter beschrieben wurde.

e Hydrogensulfidbildung (H,S)
Zur Untersuchung der H,S- Bildung wurde das Kligler-Medium verwendet. Auch diese
Reaktion erfolgte so, wie bereits fiir Campylobacter beschrieben. Die Bebriitung erfolgte bei

30 °C fiir 24 h.

e Lysin-und Ornithin- Decarboxylase
Die Beimpfung erfolgte knapp unterhalb der Oberflache des Fliissigmediums, bebriitet wurde
bei 30 °C fiir 24 h. Eine violette Farbung zeigte eine positive Reaktion, Gelbfirbung zeigte

eine negative Reaktion an (Tab. 3. 14).

Tabelle 3. 14: Biochemische Identifizierung von Yersinia auf Genus-Ebene

Test Reaktion
Hydrogensulfid -
Oxidase -
Lysindecarboxylase -
Ornithindecarboxylase +

QS: Als Positivkontrolle wurden Yersinia entercolitica DSM 4780 und als Negativkontrolle E.coli
ATCC 25922 mitgefiihrt.
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Identifizierung des Spezies Yersinia enterocolitica

e Harnstoffabbau (Ureasenachweis)
Von Standard-I-Agar wurden gewachsene Kolonien mittels Impfose in das fliissige 0,5 ml-
Harnstoff-Tryptophan-Medium unterhalb der Oberflache beimpft, gevortext und fiir 24 h bei
30 °C bebriitet. Eine rosaviolette Farbung zeigte eine positive Ureasereaktion an, eine

orangegelbe Farbung wurde als negativ gewertet (Tabelle 3.16).

e Tryptophandesaminase
Zum Nachweis der Tryptophandesaminase wurde die Boullion zur Priifung der
Ureasefahigkeit verwendet. Die ausgewihlten Kolonien wurden mittels Impfose unterhalb der
Oberflache des fliissigen 0,5 ml-Tryptophandesaminase-Mediums beimpft, gut gemischt und
fiir 24 h bei 30 °C bebriitet. Nach der Bebriitung wurden drei Tropfen von 7,5 %igem Eisen-
II-Chlorid hinzugegeben. Braunfiarbung zeigte eine positive Reaktion an (Tabelle 3.16).

e Kiligler-Medium
Mit einem Impfdraht wurde Kligler-Agar mit der zu priifenden Kolonie von Standard-I-Agar
beimpft. Die Agarschrigfliche wurde in Form eines Léangsausstriches und der
Hochschichtagar als Stichkultur beimpft. Bebriitet wurde 24-48 h bei 30 °C. Die Auswertung
ist in Tab. 3. 15 dargestellt.

Tabelle 3. 15: Auswertung des Kligler-Agar

Hochschichtagar Gelb Glukose-positiv (Glukoseverwertung)
Rot oder unveréndert Glukose-negativ (keine Glukoseverwertung)
Schwarz Hydrogensulfidbildung (H,S)
Blasen oder Spalten Gasbildung aus Glukose
Schrage OberﬂacheGelb Laktose-positiv (Laktoseabbau)
Rot oder unverindert Laktose-negativ (kein Laktoseabbau)

e Kohlenhydrat-Vergirung
Als Substrat fiir die Priifung der Kohlenhydratfermentation wurden Saccharose, Rhamnose
und Trehalose eingesetzt. Die ausgewéhlten Kolonien wurden mittels Impfose unterhalb der
Oberflache des Fliissigmediums beimpft, gut gemischt und fiir 24 h bei 30 °C bebriitet. Eine

gelbe Féarbung zeigte eine positive Reaktion an, Rotfarbung eine negative Reaktion.
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e Citrat-Verwertung
Mit einem Impfdraht wurde der Citrat-Agar mit einer Kolonie vom Néhragar beimpft. Die
Agarschrigfliche wurde in Form von Léngsausstrichen und der Hochschichtagar als
Stichkultur beimpft. Es wurde 24-48 h bei 30 °C bebriitet.
Bei Farbumschlag des Mediums nach blau wurde die Reaktion als positiv, bei ausbleibendem

Farbumschlag als negativ gewertet (Tab. 3. 16).

e Tween-Esterase-Test
Die ausgewihlten Kolonien wurden auf dem Tween-Esterase-Agar (TWE) ausgestrichen. Bei
einer positiven Reaktion wurde ein milchig triiber Hof um den Impfstrich sichtbar

(Mikrokristalle von Calciumoleat). Die Bebriitung erfolgte bei 30 °C fiir 24-48 h.

Untersuchung auf Pathogenitit der Yersinia enterocolitica-Isolate

e Askulinabbau
Mit einem Impfdraht wurde Askulin-Agar mit der Kolonie vom Standard-I-Agar beimpft. Die
Agarschrigfliche wurde in Form von Léngsausstrichen und der Hochschichtagar als
Stichkultur beimpft. Es wurde 24-48 h bei 30 °C bebriitet. Bei Farbumschlag des Mediums ins
Schwarz um den Ausstrich wurde die Reaktion als positiv gewertet, ausbleibender

Farbumschlag stand fiir negativ (Tab. 3. 16).

e Pyrazinamidase-Test
Eine groBle Schrigfliche des Mediums wurde beimpft; die Bebriitung erfolgte bei 30 °C fiir
48 h. Nach Bebriitung wurde 1ml einer 1 %igen Eisen-(II)-Ammoniumferrosulfat-Losung
(AFS) hinzugegeben. Das Auftreten einer blassrosa-brauen Firbung zeigte eine positive

Reaktion an (Tab. 3. 16).

e Calciumabhingigkeit bei 37 °C
Mit einem kleinen Teil einer Kolonie vom Standard-I-Agar (Merck®) wurde eine
Bakteriensuspension von 10° pro ml in Kochsalzlosung (NaCl 0,85 %) hergestellt. 0,1 ml der
Bakteriensuspension wurde auf 2 Trypto-Casein-Soja-Agar Platten als Vergleichsplatten und
noch auf 2 Platten von Trypto-Casein-Soya-Agar mit Magnesium und Oxalat ausgespatelt. Je

eine Platte wurde bei 25 °C und die andere bei 37 °C fur 48 h bebriitet.
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Unterschieden wurden 2 Moglichkeiten: die Kolonien waren bei 25 °C einheitlich gro3 bzw.
bei 37 °C in Anwesenheit von Magnesium und Oxalat war eine Hemmung der Kulturen zu
beobachten: Eine Kultur spaltete sich dann in kleine Kolonien von etwa 0,1 mm Durchmesser
und grofe Kolonien von 0,5 mm bis 1 mm Durchmesser auf (wobei die kleinen Kolonien >
20 % der Gesamtzahl ausmachen).

Die im Wachstum gehemmten Kolonien waren calciumabhéngig und wurden als suspekt auf

Pathogenitét angesehen.

Tabelle 3. 16: Biochemische Identifizierung von Yersinia enterocolitica
Test Reaktion

Harnstoff -
Tryptophandesaminase -
Glucose +
Lactose -
Gasbildung aus Glukose -
Saccharose +
Rhamnose -
Trehalose -
Citrat -
Tween-Esterase-Test +
Askulinabbau -
Pyrazinamidase -
Calciumabhéngigkeit +

Y.enterocolitica-Bestitigung

Y.enterocolitica-Bestéatigung der
Pathogenitit

(Quelle: ISO 10273: 2003)

3.5.3.5 Untersuchung auf Salmonellen

Die Untersuchung wurde in Anlehnung an die amtliche Sammlung von
Untersuchungsverfahren (§ 64 LFGB) durchgefiihrt. Zum Salmonella- Nachweis wurde jede
Probe in Stomacherbeutel mit gepuffertem Peptonwasser (BPW) gegeben, gestomachert und
bei 37 °C fiir 18-20 h bebriitet [ISO 6579: 2002]. Aus dieser bebriiteten Voranreicherung
erfolgte am niichsten Tag die Uberimpfung von 1ml in 10 ml Muller-Kauffmann-Tetrathionat-
Novobiocin (MKTTN) nach Zugabe von 20 ml/Liter Jod-Kaliumjodid-Lésung, die nach
Durchmischung fiir 24 h bei 37 °C bebriitet wurde. Aulerdem wurde 0,1 ml aus der
Stomachertiite in 10ml Rappaport and Vassiliadis-Bouillon (RVS) iibertragen, die ebenfalls
nach der Durchmischung bei 42 °C fiir 24 h bebriitet wurden. Danach wurde aus jeder der
beiden Anreicherungen mit einer sterilen Impfose Material entnommen und jeweils auf die

selektiven Ndhrboden Rambach und Brillantgriin-Phenolrot-Lactose-Saccharose-Agar (BPLS)
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ausgestrichen. Nun wurden beide Anreicherungen (MKTTN- und RV) weitere 24 h bei 37 °C
bzw. 42 °C bebriitet und anschlieBend erneut auf Rambach- und BPLS- Agar ausgestrichen.
Auch die beimpften Agar-Platten wurden fiir 24 h bei 37 °C bebriitet. Bei Vorliegen
verddchtiger Kolonien (Rambach-Agar: rot; BPLS-Agar: rot mit leuchtend rotem Hof) wurde
eine verdichtige Kolonie auf Standar-I-Agar-Platten (Merck®™) subkultiviert und bei 37 °C fiir
24 h bebriitet® (Anhang 9.3.5).

Bestiitigung von Salmonella
Die Bestitigung von Salmonellen erfolgte serologisch durch Agglutinationstest mit

polyvalentem Serum I und II (vorldufig).

e Agglutinationstest
Zur Identifizierung von Salmonella und der Serovare der Isolate mit Antiserum (Sifin®)
wurde das Kauffmann-White-Schema verwendet. Die verdédchtigen Kolonien von beiden
selektiven Ndahrmedien wurden auf Standard-I-Agar (Merck®™) subkultiviert und bei 37 °C fiir
24 h bebriitet. Fiir die serologische Untersuchung sind Ndhrmedien (Standard-I-Agar Merck®)
wichtig, weil die selektiven Medien die Antigenstruktur der Isolate beeinflussen kdnnen.
Etwas Bakterienmasse wurde auf einem Objekttrager in einem Tropfen physiologischer
Kochsalzlosung (zur Kontrolle auf Selbstagglutination) verrieben. Danach wurden mit
polyvalenten Salmonella- Testseren (polyspezifisches Testreagens Anti-Salmonella 1 (A-E),
polyspezifisches Testreagens ,,Anti-Salmonella 11 (Sifin®)) Bakterienmasse zu einer
Suspension verrieben und der Objekttrager iiber einer dunklen Unterlage bewegt.
Positiv: Sichtbare Agglutination nach 1 bis 20 Schwenkungen. Bei stark positiver Reaktion
tritt eine Agglutination (grob- oder feinflockig) bereits beim Einreiben der Bakterienmasse
auf, bei schwach positivem Ergebnis erst nach 10 bis 20 Schwenkungen.
Negativ: Eine milchig-triib bleibende Suspension oder eine nach mehr als 20 Schwenkungen
auftretende Reaktion gilt als negativ. Im Anschluss an alle Isolierungsarbeiten war eine

vollstédndige serologische Identifizierung nach dem Kauffman-White-Schema vorgesehen.

6

QS: Als Positivkontrolle wurden Salmonella typhimurium DSM 5569 und als Negativkontrolle E.coli
ATCC 25922 verwendet.
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3.5.3.6 Kiltekonservierung der Isolate

Alle aus dem Probenmaterial isolierten und identifizierten Stimme wurden im Anschluss an
die Untersuchungen aufbewahrt. Hierfiir wurde eine Ose Koloniematerial von isolierten
Campylobacter- Stimme in ein Kryorohrchen (Cryobank™) eingeimpft, Listeria und E.coli
wurden in Glycerolrohrchen suspendiert. Kryorohrchen und Glycerolrohrchen wurden

vorsichtig geschiittelt und bei -30°C gelagert.

3.5.3.7 Statistische Auswertung

Die Schlachttierkorper- und Umgebungsproben wurden in eine Excel-Datei iibertragen, die
Ergebnisse der Laboruntersuchungen der Tierkorperstellen (Stanzproben) wurden mit dem
Statistik-Programm PASW Version 20 fiir Windows (SPSS) statistisch ausgewertet. Fiir die
statistische Auswertung wurden die Gesamtkeimzahl- und Enterobacteriaceae- Werte mit
Ausnahme der Lieferantennummer, der Labornummer, der Tierkdrpernummer und dem
Beprobungstag Variablen mit einem nominalen Skalenniveau’ verwendet. Fiir die einzelnen
Variablen wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen bestimmt. Mit Hilfe des t-
Tests, der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA (Analysis of variance)) und der
zweifaktoriellen Varianzanalyse wurden univariate® Analysen zur Information iiber mogliche
Unterschiede, Vergleiche und Abhéngigkeiten zwischen Tierkorperstellen untereinander und
dann mit den Positionen erstellt. Dabei wurde das Signifikanzniveau bei 5% festgesetzt, als
Nullhypothese galt die Annahme, dass kein Zusammenhang zwischen den Variablen besteht.
P-Werte < 0,05 galten als signifikante Ergebnisse (es besteht ein Zusammenhang zwischen

den Variablen).

t-Test

Dieses Verfahren wird anhand von Stichprobenergebnissen durchgefithrt, um die
beobachteten arithmetischen Mittelwerte zweier Gruppen miteinander (hier z.B.
Tierkorperstelle Hals und Brust) zu vergleichen und zu entscheiden, ob ein Unterschied
zwischen den beiden Gruppen zufillig zu erkldren oder als signifikant einzustufen ist.

Der Levene-Test untersucht, ob die Varianz’ der Testvariablen in den beiden Fallgruppen

Das nominale Skalenniveau ist das ,,unterste* in der Typologie, da keine Voraussetzungen {iber
Beziehungen zwischen den Werten erforderlich sind. Jeder Wert definiert eine einzelne Kategorie
und dient als Label oder Name der Kategorie.

eine Analyse, die nur eine Variable beriicksichtigt, wird als univariat bezeichnet
Varianz/Standardabweichung: Varianz und Standardabweichung ermitteln die (quadrierten) Abweichung
jedes Einzelwertes vom Mittelwert.
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gleich grof8 ist. Hintergrund: Es gibt zwei Varianten des t-Tests bei unabhingigen
Stichproben. Die eine liefert korrekte Ergebnisse, wenn die Varianz der Testvariablen in den
beiden Fallgruppen gleich groB3 ist. Die andere Variante ist dagegen richtig, wenn die Varianz
der Testvariablen in den beiden Fallgruppen unterschiedlich ist. Der Levene-Test untersucht,
ob die Varianz der Testvariablen in beiden Fallgruppen gleich ist (BROSIUS 2008).

In welchem Bereich der Mittelwert in der Grundgesamtheit wahrscheinlich liegt, ergibt sich
indirekt aus dem 95 % Konfidenzintervall der Differenz, hier werden untere und obere Wert

angegeben.

Einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA)

Die einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA= Analysis of variance) wird fiir eine abhingige
Variable als Methode zum Vergleichen von drei und mehr Gruppenmittelwerten eingesetzt.
Mit einer einfaktoriellen ANOVA wird die Aussage getitigt, ob zwischen den einzelnen
Positionen ein Unterschied besteht (hier z.B. Tierkdrperstelle Hals, Brust, Bauch und
Vorderbein (nur Position 1) / Keule (Position 2-4)).

Gepriift werden der F-Wert'® und die Wahrscheinlichkeit dieses F-Werts unter der
Nullhypothese (Signifikanz). Das Signifikanzniveau fiir den Test auf Unterschiedlichkeit der
Gruppen lag wie in den meisten Féllen bei o = 0,05.

Die Nullhypothese wurde abgelehnt, wenn p < 0,001 ist (dieser Wert ist kleiner als ein
Signifikanzniveau von o < 0,05), d.h. es liegt mindestens ein signifikanter Unterschied

zwischen den Gruppen vor.

Allerdings testet die einfaktorielle Varianzanalyse den Unterschied zwischen allen Gruppen
simultan. Ein signifikantes Ergebnis einer einfaktoriellen Varianzanalyse erlaubt nur die
allgemeine Aussage, dass zwischen den untersuchten Gruppen ein irgendwie gearteter
Unterschied vorliegt (RASCH et al. 2010).

Bei der Varianzanalyse wird die gesamte Streuung der Stichprobe in die Streuung innerhalb
der Gruppen (Quadratsumme innerhalb der Gruppen = QSI) und die Streuung zwischen den
Gruppen (Quadratsumme zwischen den Gruppen = QSZ) zerlegt. Die Streuung innerhalb der
Gruppen gibt an, wie sehr die einzelnen Werte in den Gruppen um den jeweiligen

Gruppenmittelwert streuen. Die Streuung zwischen den Gruppen mifit die Streuung der

' Als Priifwert wird der F-Wert berechnet. Als F-Test wird eine Gruppe von Tests bezeichnet, bei
denen die Teststatistik unter der Nullhypothese einer F-Verteilung folgt. Ein F-Wert wird berechnet,
indem die Treatmentvarianz (Varianz zwischen Gruppen) durch die Fehlervarianz (Varianz
innerhalb der Gruppen) geteilt wird.
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Gruppenmittelwerte um den Mittelwert der gesamten Stichprobe.
Wichtig fiir die Auswertung sind hier der F-Wert und die Angabe der Wahrscheinlichkeit
dieses F-Werts unter der Nullhypothese (Spalte ,,Signifikanz*) (BROSIUS 2008).

Zweifaktorielle Varianzanalyse

Es handelt sich um eine Methode, bei der zwei Faktoren miteinander verglichen werden. Hier
sollte ermittelt werden, ob es einen signifikanten Unterschied zwischen den Faktoren Position
1, 2, 3 und 4 gibt. Daneben sollte zusdtzlich der Einfluss des Faktors ,,Tierkorperstelle*
untersucht werden.

Zusitzlich gibt diese Analyse einer Aussage iiber eine mogliche Wechselwirkung zwischen

den beiden Faktoren (Position und Tierkorperstelle).
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4 Ergebnisse

Die Proben wurden in Abhéngigkeit von Ausfahrt, Position im Prozessablauf und
Probenahmestelle am Tierkorper analysiert, in dieser Reihenfolge sind die Ergebnisse

angeordnet.

4.1 Quantitative Werte

Zundchst wird eine Beschreibung der errechneten Werte vorgenommen (z. B. Tab. 4.1),
danach wird eine Signifikanz- und Varianzanalyse durchgefiihrt (z. B. Tab. 4.3).

Die folgende Grafik stellt zur besseren Ubersicht das gesamte Datengefiige dar (Abb.4.1).
Alle geschlachteten Tiere wurden an 5 Tierkdrperstellen an jeweils 4 technischen Positionen

beprobt, dies an 14 Probenahmeausfahrten.
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4.1.1 Aerobe Gesamtkeimzahl (GKZ)

4.1.1.1 Ausfahrten- und Probenahmestelle am Tierkorper

Hier sind die fiinf Probenahmestellen am Tierkoérper ohne Beriicksichtigung der
Prozessposition in Abhédngigkeit von der Ausfahrt dargestellt (die hinteren Sdule in Abb.4.1).
Berechnet wurden die Mittelwerte der GKZ (;() und die Standardabweichung (s) im
Durchschnitt der Probenanzahl (n = 8 bzw. 4) je Ausfahrt (Tab. 4. 1).

Im einzelnen reichen die Werte der GKZ (;() von 1,70 log KbE / cm? (Vorderextremitit) bis
zu 4,84 KbE / cm?® an der Brust. Der hichste Durchschnittswert fand sich bei Ausfahrt 6 (;(=
4,47 KbE / cm?) und der niedrigste bei Ausfahrt 14 (X = 3,08 KbE / cm?).

Der Durchschnitt (;() lag zwischen log 3-4 am Hals, Brust und am Bauch, an der Keule
zwischen log 2-4, wihrend am Vorderbein mehr unterschiedliche Werte auftraten (zwischen
log 1-4). Im einzelnen reichen die Werte der Standardabweichung (s) von 0,00 log KbE / cm®
bis zu 2,11 KbE / cm” (Vorderextremitit).

Tabelle 4. 1: Aerobe Gesamtkeimzahl an den beprobten Tierkorperstellen ohne
Beriicksichtigung der Prozessposition an allen Ausfahrten (in log KbE/ cm?)

5 e Hals Brust Bauch Keule Vorderbein 1%
ZE n | x s | n| x s | n| x s | n| x s | n| x |s (%)
1 | 8 /38409 | 8 | 458066 8 |441]067| 6 [294]0,76| 2 | 4,17 0,10 | 3,99
2 | 8/384(090| 8 |4,58|0,66| 8 |441]067| 6 |294]076]| 2 4,17 0,10 | 3,99
3 | 8(381]065| 8 |442048| 8 [455[049| 6 |3,66|044] 2 |3,58| 0,67 | 4,00
4 | 81392/093| 8 |443]029| 8 |428]043| 6 3,820,042 (337] 123 3,96
5 | 41426]059| 4 |442|022| 4 [420]0,51| 3 [304]053] 1 |1,83] 0,00 ] 3,55
6 | 8 |448|1,06| 8 | 484|080 | 8 | 467|044 | 6 |3.85(099| 2 |4,48| 2,11 | 447
7 8 1409|052 | 8 [450]058| 8 [435]054| 6 [424(0,17| 2 |3,40]| 1,16 | 4,12
8 4 13231054 | 4 |414|1,16| 4 | 441 |1,18| 3 |2,14|047 | 1 | 430 0,00 | 3,64
9 414761071 | 4 |39 |066| 4 |452(048| 3 |3,86(0,74| 1 | 4,13 0,00 | 423
10 | 4 |1432]086| 4 |4,04|046| 4 |451(0,74| 3 |3,21(093| 1 | 1,70 | 0,00 | 3,55
11 | 4 351]048| 4 |397]042| 4 |456(058| 3 |291|1,18| 1 |3,20| 0,00 | 3,63
12 | 4 |3,14]027| 4 |431]046| 4 |4,05]064| 3 |3,48 (0,63 | 1 |2,15| 0,00 | 3,43
13 | 4 400|094 | 4 | 431|041 | 4 (389 |1,13| 3 [236(0,71| 1 |2,15| 0,00 | 3,34
14 | 4 (303|082 |4 [342]030| 4 (391020 3 |2,84]055]| 1 |2,18] 0,00 | 3,08
& |80 |3,87(0,73]|80|4,28|0,53|80|4,34|0,62]|60]3,24|0,64|20]3,20| 0,38 | 3,79

n: Zahl der Proben, ;(: Durchschnitt der GKZ, s: Standardabweichung
&: Durchschnitt der Mittelwerte der Gesamtkeimzahl
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Im Rahmen der statistischen Auswertung wurde die erste Ausfahrt nicht einbezogen, weil bei
dieser Ausfahrt an den Prozesspositionen 3 und 4 die selben Tierkorper beprobt wurden.

Tabelle (4. 2) gibt daher noch einmal die letzlichen eingesetzten Werte fiir die
Tierkorperstellen wieder. Die erste Tierkorperstelle (Hals) umfasst 72 Proben, die im
Durchschnitt bei log 3,82 KbE / cm® lag. Die zweite (Brust) hat 72 Proben, die im
Durchschnitt bei log 4,28 KbE / cm” lag. Ob die Tierkorperstellen ohne Beriicksichtigung der

Ausfahrte einen Unterschied aufweisen, wurde mit dem t-Test untersucht (Tab. 4. 3).

Tabelle 4. 2: Mittelwert (GKZ) zu den Tierkorperstellen an allen Prozesspositionen

Tierkorperstelle n X S Standardfehler des Mittelwertes
Hals 72 3,82 1,07 0,13
Brust 72 4,28 0,81 0,10
Bauch 72 4,31 0,79 0,09
Vorderbein 18 3,31 1,15 0,27
Keule 54 3,31 0,95 0,13

n: Zahl der Proben, X: Durchschnitt der GKZ, s: Standardabweichung

Das Ergebnis des Levene-Tests ist in der Spalte Signifikanz ausgewiesen. Der
Signifikanzwert von 0,048 (z. B. zwischen Hals und Brust) besagt, dass die Varianz der
Variablen mit einer Wahrscheinlichkeit von 4,80 % an den beiden betrachteten
Tierkorperstellen identisch ist.

Der Mittelwert am Hals liegt im Durchschnitt um 0,457 KbE / cm’® niedriger als der
Mittelwert an der Brust (in der Spalte Mittlere Differenz). Ob Hals und Brust voneinander
unterschiedlich sind, zeigen die Signifikanzwerte (in der Tabelle Signifikanz 2-seitig): 0,004
(Tab. 4.3). Der Mittelwert vom Hals ist mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 %
(Konfidenzintervall der Differenz) zwischen 0,144 und 0,769 niedriger als der Mittelwert der

Brust (Tab. 4. 3). Entsprechendes gilt fiir die anderen Tierkorperstellen.
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Tabelle 4. 3: Ergebnisse des t-Tests: Tierkorperstellen ohne Beriicksichtigung der
Prozessposition

t-Test (Mittelwertgleichheit)
Levene-Test N N TN 95%
GKZ (Varianzgleichheit) ‘c;v:%‘) = § 'g 3 § Konﬁdepzintervall
T df ué 3 = p2 = 2 der Differenz
! = s<s =
F Signifikanz C%D Q| =5 | E&A Untere | Obere
Hg:u‘;?d 3,987 | 0,048 | 2,891 | 142 | 0,004 | -0,457 | 0,158 | -0,769 | -0,144
Halsund | 5 4o | 0,064 | -3,145 | 142 | 0,002 |-0,492 | 0,157 | -0,802 | -0,183
Bauch
Halsund ) 550 | 565 1,765 | 88 | 0,081 | 0,505 | 0,286 | -0,064 | 1,074
Vorderbein
Halsund 160141 0006 | 2,756 | 124 | 0,007 | 0,506 | 0,184 | 0,143 | 0,869
Keule
Brustund 16 h50 | 0,824 | -0266 | 142 | 0,791 |-0,035 | 0,133 | -0299 | 0,228
Bauch
Brustund 15 697 | 0007 | 4,118 | 88 | 0,000 | 0962 | 0234 | 0498 | 1426
Vorderbein
Brézalend 5351 0022 | 6132 | 124 | 0,000 | 0,963 | 0,157 | 0,652 | 1,274
Bauchund ¢ o0 | 0,006 | 4,347 | 88 | 0,000 | 0,997 | 0220 | 0,541 | 1453
Vorderbein
Bal‘gﬁl‘;nd 4935 | 0,028 | 6442 | 124 | 0,000 | 0,998 | 0,155 | 0,692 | 1,305
Vorderbein [ 765 | 0189 | 0,003 | 70 | 0997 | 0,001 | 0273 | -0.543 | 0,545
und Keule

F: Treatmentvarianz (zwischen Gruppen) / Fehlervarianz (innerhalb der Gruppen)
df: Freiheitsgrad

Mittels t-Test konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Tierkorperstellen Hals und
Brust (p = 0,004), Hals und Bauch (p = 0,002), Hals und Keule (p = 0,007) und zwischen
Brust und Vorderbein (p = 0,000) gefunden werden (dieser Unterschied wurde auch zwischen
Brust und Keule, Bauch und Vorderbein und Bauch und Keule gefunden (Tab. 4. 3 und 4.4).

Tab. 4.4 stellt die signifikanten Unterschiede zwischen den Tierkorperstellen zusammen.

Tabelle 4. 4: Signifikante Unterschiede der GKZ zwischen den Tierkorperstellen

Tierkorperstelle Hals Brust Bauch Vorderbein Keule
Hals - signifikant signifikant n. s. signifikant
Brust signifikant - n. s. signifikant | signifikant
Bauch signifikant n. s. - signifikant | signifikant

Vorderbein n. s. signifikant signifikant - n. s.
Keule signifikant signifikant signifikant n. s. -

signifikant: signifikant unterschiedliche GKZ, n.s.: GKZ nicht signifikant unterschiedlich
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4.1.1.2 Prozesspositionen und Tierkorperstelle

Nunmehr wurde fiir alle 14 Ausfahrten gemeinsam die Gesamtkeimzahl (;() fiir die finf
Probenahmestellen an Tierkdrper an den vier beprobten technischen Positionen berechnet:
Prozessposition 1: vor der Enthdutung

Prozessposition 2: nach der Enthdutung

Prozessposition 3 nach der Evisceration

Prozessposition 4: im Kiihlraum

Die Werte reichten von 2,78 log KbE / cm? (Keule) bis zu 4,45 KbE / cm? (Bauch). Der
hochste Durchschnittswert (;() fand sich an Position 4 ( X =4,1 KbE / cm? (Tab. 4. 5).

Tabelle 4. 5: GKZ in Abhdngigkeit von beprobter Tierkdrperstelle und Prozessposition (in log
KbE / cm?)

’ § Hals Brust Bauch Vorderbein” Keule™ o
Elol x| s n| x| s nlx|s|n|x|s|[nlx|s]|™
118(3,73 | 1,30 | 18 | 4,26 | 0,91 | 18 | 426 | 0,68 | 18 | 3,31 | 1,15 | - - - 3,89
2118|396 | 142 | 18 | 430 | 1,19 | 18 | 426 | 1,18 | - - - 182,78 | 1,12 | 3,83
3{18(3,79 10,75 | 18 | 422 | 0,41 | 18 | 4,27 | 0,66 | - - - 18 | 3,52 | 0,77 | 3,95
4118 (3,80 | 0,69 | 18 | 4,33 | 0,56 | 18 | 4,45 | 0,53 | - - - 18 | 3,64 | 0,70 | 4,10

" Das Vorderbein wurde an Positionen: 2, 3 und 4 nicht beprobt
" Die Keule wurde an Position 1 nicht beprobt
n: Zahl der Proben, x: Durchschnitt der GKZ, s: Standardabweichung, -: Keine Beprobung

Prozessposition 1 (vor der Enthiutung)
An der Prozessposition 1 wurden die hochsten Durchschnittswerte an der Brust und am Bauch

(4,26 KbE/cm?) gefunden (Tab. 4. 6).

Tabelle 4. 6: Mittelwert der GKZ fiir die Tierkorperstelle an Prozessposition 1

Tierkorperstelle n X S Standardfehler des Mittelwertes
Hals 18 3,73 1,30 0,31
Brust 18 4,26 0,91 0,21
Bauch 18 4,26 0,68 0,16
Vorderbein 18 3,31 1,15 0,27

n: Zahl der Proben, ;(: Durchschnitt der GKZ, s: Standardabweichung

Das Ergebnis des Levene-Tests ist in der Spalte Signifikanz der Tabelle 4. 7 ausgewiesen. Der

Signifikanzwert von 0,118 (z. B. zwischen Hals und Bauch) besagt, dass die Varianz der
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Variablen mit einer Wahrscheinlichkeit von 11,8 % an den beiden betrachteten
Tierkorperstellen identisch ist (Tab. 4. 7).

Der Mittelwert am Hals liegt im Durchschnitt um 0,538 KbE / cm’® niedriger als der
Mittelwert am Bauch (in der Spalte Mittlere Differenz). Ob Hals und Bauch voneinander
unterschiedlich sind, zeigen die Signifikanzwerte (in der Tabelle Signifikanz 2-seitig): 0,130
(Tab. 4. 7). Der ausgewiesene Signifikanzwert von 0,130 besagt, dass dies mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 13,00 % der Fall ist. Der Mittelwert vom Hals ist mit einer
Wabhrscheinlichkeit von 95 % zwischen 0,167 und 1,243 niedriger als der Mittelwert vom

Bauch (Tab. 4. 7). Entsprechendes gilt fiir andere Tierkorperstellen.

Tabelle 4. 7: Ergebnisse des t-Tests fiir Tierkorperstellen an Prozessposition 1

t-Test (Mittelwertgleichheit)
Levene-Test N O TN 95%
GKZ (Varianzgleichheit) E 20 g 5 'g < g Konfidenzintervall
T df ‘é D g g i 8 g der Differenz
1 = g e R

F Signifikanz (%D c = A A <€A Untere Obere

Hi‘;l;l‘;?d 0,798 0,378 21,413 | 34 | 0,167 | -0,529 | 0,374 | -1,290 | 0232
Hgﬁl‘;ﬁd 2,568 0,118 1,551 | 34 | 0,130 | -0,538 | 0,347 | -1.243 | 0,167
Vlj';‘(lfe;}a“e‘;n 0,030 0,864 1,007 | 34 | 0,321 | 0413 | 0410 | -0420 | 1,246
Bg:;:}?d 0,882 0,354 0,033 | 34 | 0974 | -0,009 | 0,268 | -0.553 | 0,535
\]?Oﬁilsetr‘ég?n 1,992 0,167 2,723 | 34 | 0,010 | 0942 | 0346 | 0239 | 1,645
nggfrggi 6,497 0,015 3,010 | 34 | 0,005 | 0,951 |0316| 0309 | 1,592

F: Treatmentvarianz (zwischen Gruppen)/Fehlervarianz (innerhalb der Gruppen)
df: Freiheitsgrad

Mittels t-Tests konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Tierkorperstellen Brust und
Vorderbein (p = 0,010) und zwischen Bauch und Vorderbein (p = 0,005) gezeigt werden. Es
wurden keine weiteren signifikanten Ergebnisse zwischen den anderen Tierkorperstellen
nachgewiesen (Tab. 4. 7 und 4.8). Tab. 4.8 stellt die signifikanten Unterschiede zwischen den

Tierkorperstellen zusammen.

85



Tabelle 4. 8: Signifikante Unterschiede der GKZ zwischen den Tierkorperstellen

Ergebnisse

Tierkorperstelle Hals Brust Bauch Vorderbein Keule
Hals - n. s. n. s. n. s. n. s.
Brust n. s. - n. s. signifikant n.s.
Bauch n. s. n. s. - signifikant n. s.

Vorderbein n. s. signifikant signifikant - n. s.
Keule n. s. n. s. n. s. n. s. -

signifikant: signifikant unterschiedliche GKZ, n.s.: GKZ nicht signifikant unterschiedlich
Prozessposition 2 (nach der Enthiutung)
An der Position 2 wurde der hochste Durchschnittswert an der Brust (4,30 KbE / cm?)

gefunden (Tab. 4. 9).

Tabelle 4. 9: Mittelwert der GKZ fiir die Tierkorperstellen an Prozessposition 2

Tierkorperstelle n X S Standardfehler des Mittelwertes
Hals 18 3,96 1,42 0,33
Brust 18 4,30 1,19 0,28
Bauch 18 4,26 1,18 0,28
Keule 18 2,78 1,12 0,26

n: Zahl der Proben, ;(: Durchschnitt der GKZ, s: Standardabweichung

Das Ergebnis des Levene-Tests ist in der Spalte Signifikanz ausgewiesen. Der
Signifikanzwert von 0,418 (z. B. zwischen Hals und Keule) besagt, dass die Varianz der
Variablen mit einer Wahrscheinlichkeit von 41,8 % an den beiden betrachteten
Tierkorperstellen identisch ist (Tab. 4. 10).

Der Mittelwert am Hals liegt im Durchschnitt 1,180 KbE / cm® héher als der Mittelwert an der
Keule (in der Spalte Mittlere Differenz). Ob Hals und Keule voneinander unterschiedlich
sind, zeigen die Signifikanzwerte (in der Tabelle Signifikanz 2-seitig): 0,009 (Tab.4.10). Der
0,009
Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,9 % der Fall ist (Tab. 4. 10). Der Mittelwert vom Hals ist mit

ausgewiesene  Signifikanzwert  von besagt, dass dies mit einer

einer Wahrscheinlichkeit von 95 % zwischen 2,047 und 0,313 hoher als der Mittelwert der

Keule (Tab. 4. 10). Entsprechendes gilt fiir andere Tierkorperstellen.
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Tabelle 4. 10: Ergebnisse des t-Tests fiir Tierkorperstellen an Prozessposition 2
t-Test (Mittelwertgleichheit)

Levene-Test N N TN 95%
GKZ (Varianzgleichheit) _§:§o 25 |23 5| Konfidenzinterv
T df | 28 | EL |E 5 & | all der Differenz
- 2 | s=X
F Signifikanz 5_}0@ 38 |&28 Untere | Obere
Hg:u‘;?d 1,466 0,234 -0,795 | 34 | 0,432 | -0,347 | 0437 | -1,235 | 0,541
Halsund | 3¢5 0,248 0,704 | 34 | 0,486 | -0,306 | 0434 | -1,188 | 0,577
Bauch
Halsund 1 o7y 0,418 2,767 | 34 | 0,009 | 1,180 | 0,426 | 0313 | 2,047
Keule
Brustund | )4 0,955 0,106 | 34 | 0,917 | 0,042 | 0,395 | -0,761 | 0,844
Bauch
Brustund | 9, 0,589 3,955 | 34 | 0,000 | 1,527 | 0,386 | 0,742 | 2,312
Keule
Bauch 0,243 0,652 3,877 | 34 | 0,000 | 1,486 | 0,383 | 0,707 | 2,264
und Keule

F: Treatmentvarianz (zwischen Gruppen)/Fehlervarianz (innerhalb der Gruppen)
df: Freiheitsgrad

Mittels t-Test konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Tierkorperstellen Hals und
Keule (p = 0,009) ermittelt werden (Tab. 4. 10 und 4. 11).

Tab. 4. 11 stellt die signifikanten Unterschiede zwischen den Tierkorperstellen zusammen.

Tabelle 4. 11: Signifikante Unterschiede der GKZ zwischen den Tierkdrperstellen

Tierkorperstelle Hals Brust Bauch Vorderbein Keule
Hals - n. s. n. s. n. s. signifikant
Brust n. s. - n. s. n. s. signifikant
Bauch n. s. n.s. - n. s. signifikant

Vorderbein n.s. n.s. n.s. - n.s.
Keule signifikant signifikant signifikant n. s. -

signifikant: signifikant unterschiedliche GKZ, n.s.: GKZ nicht signifikant unterschiedlich

Prozessposition 3 (nach der Eviceration)

Hier wurde der héchste Durchschnittswert am Bauch (4,27 KbE / cm?) ermittelt (Tab. 4. 12).

Tabelle 4. 12: Mittelwert der GKZ fiir die Tierkorperstellen an Prozessposition 3

Tierkorperstelle n X S Standardfehler des Mittelwertes
Hals 18 3,79 0,75 0,18
Brust 18 4,22 0,41 0,10
Bauch 18 4,27 0,66 0,16
Keule 18 3,52 0,77 0,18

n: Zahl der Proben, ;(: Durchschnitt der GKZ, s: Standardabweichung
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Das Ergebnis des Levene-Tests ist in der Spalte Signifikanz ausgewiesen. Der
Signifikanzwert von 0,060 (z. B. zwischen Brust und Bauch) besagt, dass die Varianz der
Variablen mit einer Wahrscheinlichkeit von 6,0 % an den beiden betrachteten
Tierkorperstellen identisch ist (Tab. 4. 13).

Der Mittelwert an der Brust liegt im Durchschnitt um 0,054 KbE / cm” niedriger als der
Mittelwert am Bauch (in der Spalte Mittlere Differenz). Ob Hals und Bauch voneinander
unterschiedlich sind, zeigen die Signifikanzwerte (in der Tabelle Signifikanz 2-seitig): 0,772
(Tab.4.13). Der ausgewiesene Signifikanzwert von 0,772 besagt, dass dies mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 77,2 % der Fall ist (Tab. 4. 13). Der Mittelwert von der Brust
ist mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% zwischen 0,321 und 0,428 niedriger als der

Mittelwert vom Bauch (Tab. 4. 13). Entsprechendes gilt fiir andere Tierkorperstellen.

Tabelle 4. 13: Ergebnisse des t-Tests fiir Tierkorperstellen an Prozessposition 3

t-Test (Mittelwertgleichheit)
Levene-Test N N D N 95%
GKZ (Varianzgleichheit) § :%D % § g 3 § Konﬁdenginterv-
T df LE 2 ES B ko A all der Differenz
! E|ls=x
F Signifikanz (%DQL 3 |3&4 Untere | Obere
H%lju‘;?d 4,512 0,041 2,145 | 34 | 0,039 | -0431 | 0,201 | -0,840 | -0,023
Halsund 1 15 0,734 2,061 | 34 | 0,047 | -0485 | 0,235 | -0,963 | -0,007
Bauch
Halsund 4 140 | 0,511 1,043 | 34 | 0,304 | 0264 | 0253 | -0,250 [ 0,778
Keule
Brustund | 5 ;o0 0,060 0,292 | 34 | 0,772 | -0,054 | 0,184 | -0,428 | 0,321
Bauch
Brustund | 1) 4000 0 002 3,366 | 34 | 0,002 | 0,695 | 0,206 | 0275 | 1,115
Keule
Bauch 1,242 0,273 3,120 | 34 | 0,004 | 0,749 | 0,240 | 0,261 | 1,237
und Keule

F: Treatmentvarianz (zwischen Gruppen)/Fehlervarianz (innerhalb der Gruppen)
t : ein statistischer Hypothesentest, df: Freiheitsgrad

Mittels t-Test konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Tierkorperstellen Hals und
Brust (p = 0,039), Hals und Bauch (p = 0,047), Brust und Keule (p = 0,002) und zwischen
Bauch und Keule (p = 0,004) ermittelt werden (Tab. 4. 13 und 4. 14).

Tab. 4. 14 stellt die signifikanten Unterschiede zwischen den Tierkorperstellen zusammen.
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Tabelle 4. 14: Signifikante Unterschiede der GKZ zwischen den Tierkdrperstellen

Ergebnisse

Tierkorperstelle Hals Brust Bauch Vorderbein Keule
Hals - signifikant signifikant n. s. n. s.
Brust signifikant - n. s. n. s. signifikant
Bauch signifikant n. s. - n. s. signifikant

Vorderbein n. s. n. s. n. s. - n. s.
Keule signifikant signifikant n. s. -

signifikant: signifikant unterschiedliche GKZ, n.s.: GKZ nicht signifikant unterschiedlich

Prozessposition 4 (Kiihlraum)
Auch hier wurde der hochste Durchschnittswert am Bauch (4,45 KbE / cm?) ermittelt (Tab.
4.15).

Tabelle. 4. 15: Mittelwert der GKZ fiir die Tierkorperstellen an Prozessposition 4

Tierkorperstelle n X S Standardfehler des Mittelwertes
Hals 18 3,80 0,69 0,16
Brust 18 4,33 0,56 0,13
Bauch 18 4,45 0,53 0,12
Keule 18 3,64 0,70 0,16

n: Zahl der Proben, X: Durchschnitt der GKZ, s: Standardabweichung

Das Ergebnis des Levene-Tests ist in der Spalte Signifikanz ausgewiesen. Der
Signifikanzwert von 0,655 (z. B. zwischen Bauch und Keule) besagt, dass die Varianz der
Variablen mit einer Wahrscheinlichkeit von 65,5 % an den beiden betrachteten
Tierkorperstellen identisch ist (Tab. 4. 16).

Der Mittelwert am Bauch liegt im Durchschnitt um 0,807 KbE / cm” hoher als der Mittelwert
an der Keule (in der Spalte Mittlere Differenz). Ob Bauch und Keule voneinander
unterschiedlich sind, zeigen die Signifikanzwerte (in der Tabelle Signifikanz 2-seitig): 0,000
(Tab. 4. 16). Der ausgewiesene Signifikanzwert von 0,000 besagt, dass dies mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,0 % der Fall ist. Der Mittelwert vom Bauch ist mit einer
Wahrscheinlichkeit von 95 % zwischen 1,227 und 0,387 hoher als der Mittelwert der Keule

(Tab. 4. 16). Entsprechendes gilt fiir andere Tierkorperstellen.
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Ergebnisse

Tabelle 4. 16: Ergebnisse des t-Tests fiir Tierkorperstellen an Prozessposition 4

t-Test (Mittelwertgleichheit)
Levene-Test N N D e 95%
GKZ (Varianzgleichheit) S| g5 T S 5| Konfidenzintery
T df | 28 | 2 g 5 éﬁ all der Differenz
0 X _g = =
F Signifikanz C%D Q| =5 |8EA Untere | Obere
H%lfu‘;?d 0,585 0,450 2482 | 34 | 0,018 | -0,521 | 0210 | -0,947 | -0,094
Hgii‘clﬁd 0,703 0,408 3,126 | 34 | 0,004 | -0,641 | 0205 | -1,058 | -0,224
Hgsu‘;gd 0,076 0,784 0,717 | 34 | 0478 | 0,166 | 0,232 | -0,305 | 0,637
Bg‘;&é‘;ld 0,001 0,972 20,664 | 34 | 0,511 | -0,121 | 0,182 | -0,490 | 0,249
B"Ig:l‘lfd 0,163 0,689 3252 | 34 | 0,003 | 0,687 | 0211 | 0258 | 1,116
un%al‘é‘:ﬂe 0,204 0,655 3,908 | 34 | 0,000 | 0,807 | 0,207 | 0387 | 1,227

F: Treatmentvarianz (zwischen Gruppen)/Fehlervarianz (innerhalb der Gruppen)
t : ein statistischer Hypothesentest, df: Freiheitsgrad

Mittels t-Test konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Tierkorperstellen Hals und
Brust (p = 0,018), Hals und Bauch (p = 0,004), Brust und Keule (p = 0,003) und zwischen
Bauch und Keule (p = 0,000) (Tab. 4. 16 und 4. 17).

Tab. 4. 17 stellt die signifikanten Unterschiede zwischen den Tierkorperstellen zusammen.

Tabelle 4. 17: Signifikante Unterschiede der GKZ zwischen den Tierkdrperstellen

Tierkorperstelle Hals Brust Bauch Vorderbein Keule
Hals - signifikant signifikant n. s. n. s.
Brust signifikant - n. s. n. s. signifikant
Bauch signifikant n. s. - n. s. signifikant

Vorderbein n. s. n. s. n. s. - n. s.
Keule n.s. signifikant signifikant n. s. -

signifikant: signifikant unterschiedliche GKZ, n.s.: GKZ nicht signifikant unterschiedlich

Einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA)

Bei der einfaktoriellen Varianzanalyse wurden fiir alle Positionen die Tierkorperstellen Hals,
Brust, Bauch und Vorderbein (nur Position 1) bzw. Keule (Positionen 2, 3 und 4) miteinander
verglichen. Es wird gepriift, ob zwischen den einzelnen Positionen ein Unterschied besteht

(vergl. 3.5.3.7). Je Prozessposition lagen fiir jede Tierkorperstelle 18 Werte vor (Tab. 4. 5).
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Prozessposition 1 (vor der Enthiutung)

Hier wurden die vier Tierkorperstellen Hals, Brust, Bauch und Vorderbein miteinander
verglichen.

Die Streuung innerhalb der Tierkorperstellen (Quadratsumme innerhalb der Gruppen = QSI)
ist gleich null, wihrend gleichzeitig eine Streuung zwischen den Tierkorperstellen
(Quadratsumme zwischen der Gruppen = QSZ) vorliegt (3,515). Die einzelnen
Tierkorperstellen weisen sehr unterschiedliche Mittelwerte auf, innerhalb der
Tierkorperstellen jedoch sind alle Werte gleich.

Mit einer Wahrscheinlichkeit von p < 0,020 wird die Nullhypothese abgelehnt, d. h. der

Unterschied zwischen den vier Tierkorperstellen ist signifikant (Tab. 4. 18).

Tabelle 4. 18: Einfaktorielle ANOVA fiir die GKZ an Prozessposition 1 fiir die
Tierkorperstellen Hals, Brust, Bauch und Vorderbein

Mittel der ..
GKZ Quadratsumme df Quadrate F-Wert Signifikanz
Zwischen den 11,38 3 3,80 3,515 0,020
Tierkorperstellen
Innerhalb der
Tierkorperstellen 7341 68 1,08 i i
Gesamt 84,79 71 - - -

F-Wert: Treatmentvarianz (zwischen Gruppen)/Fehlervarianz (innerhalb der Gruppen)
df: Freiheitsgrad

Die Wahrscheinlichkeit hier betridgt 0,020 bzw. 2,0 %, man kann also ausgehen, dass die vier

Tierkorperstellen nicht den gleichen durchschnittlichen Mittelwert aufweisen.

Prozessposition 2 (nach der Enthiutung)

Hier wurden die vier Tierkorperstellen Hals, Brust, Bauch und Keule miteinander verglichen.
Die Streuung innerhalb der Tierkdrperstellen ist gleich null, wdhrend gleichzeitig eine
Streuung zwischen den Tierkorperstellen vorliegt (6,068). Die einzelnen Tierkorperstellen
weisen sehr unterschiedliche Mittelwerte auf, innerhalb der Tierkorperstellen jedoch sind alle
Werte gleich.

Mit einer Wahrscheinlichkeit von p < 0,001 wird die Nullhypothese abgelehnt, d. h. der

Unterschied zwischen den vier Tierkorperstellen ist signifikant (Tab. 4. 19).
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Tabelle 4. 19: Einfaktorielle ANOVA fiir die GKZ an Prozessposition 2 fiir die
Tierkorperstellen Hals, Brust, Bauch und Keule

Mittel der .
GKZ Quadratsumme df Quadrate F-Wert Signifikanz
Zwischen den 27,66 3 9,22 6,068 0,001
Tierkorperstellen
Innerhalb der
Tierkdrperstellen 103,34 68 1,52 ] ]
Gesamt 131,00 71 - - -

F-Wert: Treatmentvarianz (zwischen Gruppen)/Fehlervarianz (innerhalb der Gruppen)
df: Freiheitsgrad

Die Wahrscheinlichkeit betrdgt hier 0,001 bzw. 0,1 %, man kann also darum ausgehen, dass

die vier Tierkorperstellen nicht den gleichen durchschnittlichen Mittelwert aufweisen.

Prozessposition 3 (nach der Eviceration)

Hier wurden die vier Tierkorperstelle Hals, Brust, Bauch und Keule miteinander verglichen.
Die Streuung ist hier innerhalb der Tierkorperstellen gleich null, wihrend gleichzeitig eine
grole Streuung zwischen den Tierkorperstellen vorliegt (5,229). Die einzelnen
Tierkorperstellen weisen sehr unterschiedliche Mittelwerte auf, innerhalb der
Tierkorperstellen jedoch sind alle Werte gleich.

Mit einer Wahrscheinlichkeit von p < 0,003 wird die Nullhypothese abgelehnt, d. h. der
Unterschied zwischen den vier Tierkorperstellen ist signifikant (Tab. 4. 20).

Tabelle 4. 20: Einfaktorielle ANOVA fiir die GKZ an Prozessposition 3 fiir die
Tierkorperstellen Hals, Brust, Bauch und Keule

Mittel der .
GKZ Quadratsumme df Quadrate F-Wert Signifikanz
Zwischen den 6,92 3 231 5,229 0,003
Tierkorperstellen
Innerhalb der
Tierkdrperstellen 29,99 68 0,44 ] ]
Gesamt 36,91 71 - - -

F-Wert: Treatmentvarianz (zwischen Gruppen)/Fehlervarianz (innerhalb der Gruppen)
df: Freiheitsgrad

Die Wahrscheinlichkeit betrdgt hier 0,003 bzw. 0,3 %, man kann also ausgehen, dass die vier

Tierkorperstellen nicht den gleichen durchschnittlichen Mittelwert aufweisen.

92



Ergebnisse

Prozessposition 4 (Kiihlraum)

An Prozessposition 4 wurden die Tierkorperstellen Hals, Brust, Bauch und Keule miteinander
verglichen.

Die Streuung ist innerhalb der Tierkorperstellen gleich null, wahrend gleichzeitig eine grofie
Streuung zwischen den Tierkdrpertsellen vorliegt (7,106). Die einzelnen Tierkorperstellen
weisen sehr unterschiedliche Mittelwerte auf, innerhalb der Tierkdrperstellen jedoch sind alle
Werte gleich.

Mit einer Wahrscheinlichkeit von p < 0,001 wird die Nullhypothese abgelehnt, d. h. der

Unterschied zwischen den vier Tierkorperstellen ist signifikant (Tab. 4. 21).

Tabelle 4. 21: Einfaktorielle ANOVA fiir die GKZ an Prozessposition 4 fiir die
Tierkorperstellen Hals, Brust, Bauch und Keule

Mittel der .
GKZ Quadratsumme df Quadrate F-Wert Signifikanz
Zwischen den 8.31 3 2,77 7,106 0,000
Tierkdrperstellen
Innerhalb der
Tierkdrperstellen 26,52 68 0,39 i i
Gesamt 34,83 71 - - -

F-Wert: Treatmentvarianz (zwischen Gruppen)/Fehlervarianz (innerhalb der Gruppen)
df: Freiheitsgrad

Die Wahrscheinlichkeit betrdgt hier 0,000 bzw. 0,0 %, man kann also ausgehen, dass die
tiberpriifte Hypothese nicht richtig ist, die vier Tierkorperstellen also nicht alle den gleichen

durchschnittlichen Wert aufweisen.

Zweifaktorielle Varianzanalyse

Hier wird gefragt, ob es einen signifikanten Unterschied zwischen den bzw. allen
Tierkorperstellen gibt, daneben soll zusétzlich der Einfluss des Faktors ,,Prozessposition auf
die Tierkorperstelle untersucht werden. Zusétzlich erlaubt die zweifaktorielle Varianzanalyse
Aussagen iiber eine mogliche Wechselwirkung zwischen den beiden Faktoren

,» Lerkorperstelle® und ,,Prozessposition®.

Alle Prozesspositionen und alle Tierkorperstellen
Fir die zweifaktorielle Varianzanalyse wurden alle Prozesspositionen und alle
Tierkorperstellen miteinander auf mdogliche Wechselwirkungen gepriift. Der F-Wert von

13,821 besagt, dass die Tierkorperstellen Hals, Brust, Bauch, Vorderbein und Keule sich stark
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unterscheiden, d. h. zwischen allen Tierkorperstellen liegt ein deutlicher signifikanter
Unterschied (p = 0,000) vor, die Nullhypothese wird abgelehnt. p = 0,488 und der F-Wert von
0,812 besagen, dass kein signifikanter Unterschied zwischen allen Prozesspositionen besteht.
Der F-Wert von F = 1,001 (p = 0,435) zeigt an, dass die Wechselwirkung nicht signifikant ist:
Es besteht auf Grund dieses Ergebnisses keine Wechselwirkung zwischen den Faktoren

,» Lierkorperstellen” und ,,Prozesspositionen® (Tab. 4. 22).

Tabelle 4. 22 : Zweifaktorielle Varianzanalyse zwischen allen Prozesspositionen und allen
Tierkdrperstellen

Faktoren df F Signifikanz
alle Positionen 3 0,812 0,488
alle Tierkorperstelle 4 13,821 0,000

alle Positionen und
alle Tierkorperstelle
F: Treatmentvarianz (zwischen Gruppen)/Fehlervarianz (innerhalb der Gruppen)
df: Freiheitsgrad

8 1,001 0,435

Prozessposition (2, 3, 4) und Tierkorperstelle (Hals, Brust, Bauch und Keule)

Hier wurden die Prozesspositionen (nach der Enthdutung, nach der Evisceration und im
Kiihlraum) und die Tierkorperstellen (Hals, Brust, Bauch und Keule) miteinander verglichen
und gepriift, ob es eine mogliche Wechselwirkung gibt.

Bei einer Wahrscheinlichkeit von p < 0,001 wurde ein F-Wert von 15,353 ermittelt. Zwischen
den Tierkorperstellen Hals, Brust, Bauch und Keule liegt ein deutlicher signifikanter
Unterschied (p = 0,000) vor, die Nullhypothese wird abgelehnt.

Bei einer Wahrscheinlichkeit von p = 0,302 wurde ein F-Wert von 1,203 ermittelt, es bestand
also kein signifikanter Unterschied zwischen allen Prozesspositionen. Der F-Wert von F =
1,447 (p = 0,198) zeigt an, dass die Wechselwirkungen nicht signifikant waren. Die
Nullhypothese wird angenommen, dass keine Wechselwirkung zwischen den Faktoren

,» Lierkorperstellen” und ,,Prozesspositionen‘ besteht (Tab. 4. 23).

Tabelle 4. 23: Zweifaktorielle Varianzanalyse zwischen Prozessposition (2, 3 und 4) und den
Tierkorperstellen Hals, Brust, Bauch und Keule

Faktoren df F Signifikanz
Position (2,3,4) 2 1,203 0,302
Tierkorperstelle (Hals, Brust, Bauch 3 15,353 0,000

und Keule)

Position (2,3,4) und Tierkorperstelle
(Hals, Brust, Bauch und Keule)

F: Treatmentvarianz (zwischen Gruppen)/Fehlervarianz (innerhalb der Gruppen), df: Freiheitsgrad

6 1,447 0,198
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Alle Prozesspositionen und die Tierkorperstellen (Hals, Brust und Bauch)

Hier wurden alle Prozesspositionen und die Tierkorperstellen Hals, Brust und Bauch
miteinander verglichen und auf eine mégliche Wechselwirkung gepriift.

Bei einer Wahrscheinlichkeit von p = 0,002 wurde ein F-Wert von 6,486 ermittelt. Die
Tierkorperstellen unterscheiden sich somit stark an den Hals, Brust und Bauch, d. h. zwischen
den Tierkorperstellen (Hals, Brust und Bauch) liegt ein deutlicher signifikanter Unterschied (p
=0,002) vor, die Nullhypothese wird abgelehnt.

Mit einer Wahrscheinlichkeit von p = 0,896 und dem F-Wert von 0,200 besteht kein
signifikanter Unterschied zwischen allen Prozesspositionen.

Der F-Wert von F = 0,114 (p = 0,995) zeigt an, dass die Wechselwirkung nicht signifikant ist.
Auf Grund dieses Ergebnisses wird die Nullhypothese angenommen, es besteht keine

Wechselwirkung zwischen den Faktoren , Tierkorperstellen und ,,Prozesspositionen*

(Tab.4.24).

Tabelle 4. 24: Zweifaktorielle Varianzanalyse zwischen allen Prozesspositionen und den
Tierkorperstelle (Hals, Brust und Bauch)

Faktoren df F Signifikanz
alle Positionen 3 0,200 0,896
Tierkorperstelle (Hals, Brust, Bauch) 2 6,486 0,002
alle Positionen und Tierkorperstelle

6 0,114 0,995
(Hals, Brust, Bauch) ’ ’

F: Treatmentvarianz (zwischen Gruppen)/Fehlervarianz (innerhalb der Gruppen)
df: Freiheitsgrad

4.1.2 Enterobacteriaceae (Eb)

4.1.2.1 Ausfahrten- und Probenahmestelle am Tierkorper

Hier sind die fiinf Probenahmestellen am Tierkorper ohne Beriicksichtigung der technischen
Prozessposition in Abhingigkeit von der Ausfahrt dargestellt (alle Ausfahrten wurden

einbezogen). Von insgesamt 320 Stanzproben waren 110 (34,4 %) Enterobacteriaceae-positiv.

Die Mittelwerte (;() und die Standardabweichung (s) wurden im Durchschnitt der
Probenanzahl (n = 8 bzw. 4) je Ausfahrt berechnet (Tab. 4. 25). Im einzelnen reichten die

Werte (;() von 1,40 log KbE / cm’ bis zu 2,46 KbE / cm’ am Bauch. Der hochste
Durchschnittswert fand sich bei Ausfahrt 1 (}: 2,01 KbE / cm?) und der niedrigste bei

Ausfahrt 8 (;( = 1,44 KbE / cm®). Der Durchschnitt (;() lag im allgemeinen zwischen log 1-2.
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Im einzelnen reichten die Werte der Standardabweichung (s) von 0,00 log KbE / cm” bis zu

0,96 KbE / cm” (Bauch).
Tabelle 4. 25: Enterobacteriaceae (Eb) an den beprobten Tierkorperstellen ohne
Beriicksichtigung der Prozessposition (in log KbE / cm®)
% Hals Brust Bauch Keule Vorderbein %)
“— —
2 n x S n x S n x S n x S n x S (x)
1 8 11981068 | 8 [206]068| 8 |2,46|0,84 | 6 1,69 047 | 2 1,85 | 0,64 | 2,01
< <
2 8 11,661039| 8 [ 1,72 1043 | 8 2,36 0,9 | 6 1,40 0,00 | 2 1,40 0,001 1,71
3 8 11,631044 | 8 [ 1,530,119 | 8 | 1,61 0,32 | 6 1,50 0,15 2 120 0,00 | 1,54
4 8 11,661032| 8 [ 1,70 041 | 8 |1,74 10,44 | 6 1,62 0,53 2 120 0,00 | 1,62
< <
5 4 1650501 4 |1,741031| 4 |1,66]035| 3 1,40 0,00 1 1,40 0,00 | 1,57
6 8 114710,14| 8 | 1,64 1049 | 8 | 1,65 0,28 | 6 1,45 0,12 | 2 120 0,00 | 1,52
7 8 11641049 | 8 [ 1,79 1037 | 8 | 1,78 | 0,46 | 6 1,60 0,38 | 2 120 0,00 | 1,64
< <
8 4 (147 1(1015| 4 | 1,470,105 4 | 147 0,15 3 1,40 0,00 1 1.40 0,00 ] 1,44
< <
9 4 1,66 052 4 |1,55|030]| 4 |147 0,15 3 1,40 0,00 1 1,40 0,00 ] 1,50
10| 4] .5 1000 4[1,67]054] 4 [1,55[017]3 ] 5. 10001/ 5 1000|148
1,40 ’ ’ ’ ’ ’ 1,40 ’ 1,40 ’ ’
1114 (155|017 | 4 (147015 4 |1,82 10,34 | 3 1,71 0,54 1 IZO 0,00 | 1,59
12| 4 = 0,00 | 4 = 000 4 [ 155017 | 3 1,55 0,26 1 < 0,00 | 1,46
1,40 ’ 1,40 ’ ’ ’ ’ ? 1,40 ’ ’
< <
1314 (1471015 | 4 (157034 | 4 |1,86|0,54| 3 1,40 0,00 1 1.40 0,00 | 1,54
14 4| S 1000 4 |147)015] 4| .5 |o00| 3| 1,70 052]1] 5. ]000]148
1,40 ’ ’ ’ 1,40 ’ ’ ’ 1,40 ’ ’
@180 (158028 |80 |1,63(032|80]1,74]0,37 |60 | 1,52 0,21 | 20| 1,43 | 0,05 1,58

n: Zahl der Proben, x: Durchschnitt der Enterobacteriaceae, s: Standardabweichung
&: Durchschnitt der Mittelwerte der Enterobacteriaceae

Im Rahmen der statistischen Auswertung wurde die erste Ausfahrt nicht einbezogen, weil bei

dieser Ausfahrt die gleichen Tierkorper an den Positionen 3 und 4 beprobt wurden.

Tabelle (4. 26) gibt daher noch einmal die Werte fiir alle Tierkorperstellen wieder. Die erste

Tierkorperstelle (Hals) umfasst 72 Proben, die im Durchschnitt bei log 1,56 KbE / cm® lag.

Die zweite Tierkorperstelle Brust umfasst ebenfalls 72 Proben im Mittel bei log 1,62

KbE/cm?.

Ob die Tierkorperstelle ohne Beriicksichtigung der Ausfahrt einen Unterschied aufweisen,

wurde mit dem t-Test untersucht (Tab. 4. 27).
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Tabelle 4. 26: Mittelwert der Enterobacteriaceae fiir die TierkOrperstelle an allen
Prozesspositionen

Tierkorperstelle n X S Standardfehler des Mittelwertes
Hals 72 1,56 0,32 0,04
Brust 72 1,62 0,34 0,04
Bauch 72 1,73 0,49 0,06
Vorderbein 18 1,40 0,00 0,00
Keule 54 1,51 0,28 0,04

n: Zahl der Proben, ;(: Durchschnitt der Enterobacteriaceae, s: Standardabweichung

Das Ergebnis des Levene-Tests ist in der Spalte Signifikanz ausgewiesen. Der
Signifikanzwert von 0,037 (z. B. zwischen Hals und Bauch) besagt, dass die Varianz der
Variablen mit einer Wahrscheinlichkeit von 3,70 % an den beiden betrachteten
Tierkorperstellen identisch ist.

Der Mittelwert am Hals liegt zum Beispiel im Durchschnitt um 0,162 KbE/cm® niedriger als
der Mittelwert der Proben vom Bauch (Spalte Mittlere Differenz). Ob Hals und Bauch
voneinander unterschiedlich sind, zeigen die Signifikanzwerte (in der Tabelle Signifikanz 2-
seitig): 0,021 (Tab. 4. 27). Der Mittelwert am Hals ist mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 %
(Konfidenzintervall der Differenz) zwischen 0,025 und 0,299 niedriger als der Mittelwert am
Bauch (Tab. 4. 27). Entsprechendes gilt fiir die anderen Tierkorperstellen.
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Tabelle 4. 27: Ergebnisse des t-Tests fiir die Tierkdrperstellen ohne Beriicksichtigung der
Prozessposition

< t-Test (Mittelwertgleichheit)
% Levene-Test I R PN 95%
. . . [P}

%’ (Varianzgleichheit) L‘%’ :%ﬁ k5 § -§ ° § Konfidenzintervall

5 o T df = 2 g%’ g 2 | der Differenz
E 8 F Signifikanz (%D@ A |» <€ A Untere Obere
ngsu‘;?d 0,708 0,402 -0,974 | 142 | 0,332 | -0,054 | 0,055 | -0,164 | 0,056
Halsund -, 5, 0,037 -2,338 | 142 | 0,021 | 0,162 | 0,069 | -0,299 | -0,025
Bauch

Hals und 155 45 0,000 2,135 | 88 | 0,036 | 0,164 | 0,077 | 0,011 | 0,316
Vorderbein
Halsund 5 59 0,085 1,054 | 124 | 0,294 | 0,058 | 0,055 | -0,051 | 0,167
Keule
Brustund 1, 30, 0,131 -1,533 | 142 | 0,127 | -0,108 | 0,070 | -0,247 | 0,031
Bauch
Brustund ) 5, 549 0,000 2,699 | 88 | 0,008 | 0,218 | 0,081 | 0,057 | 0,378
Vorderbein
Brustund | ¢ 5, 0,012 1,967 | 124 | 0,051 | 0,112 | 0,057 | -0,001 | 0,225
Keule
Bauch und 5 50, 0,000 2,807 | 88 | 0,006 | 0,326 | 0,116 | 0,095 | 0,556
Vorderbein
Bal‘é‘::ﬂ‘;nd 9,771 0,002 2,953 | 124 | 0,004 | 0,220 |0,075| 0,073 | 0,368
Vorderbein |y o7 | 0001 | -1,588 | 70 | 0,117 | -0,106 | 0,067 | 0239 | 0,027
und Keule

F: Treatmentvarianz (zwischen Gruppen) / Fehlervarianz (innerhalb der Gruppen)
df: Freiheitsgrad

Mittels t-Tests konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Tierkorperstellen Hals und
Bauch (p = 0,021), Hals und Vorderbein (p = 0,036), Brust und Vorderbein (p = 0,008),
Bauch und Vorderbein (p = 0,006) und zwischen Bauch und Keule (p = 0,004) gefunden
werden (Tab. 4. 27 und 4. 28). Tab. 4. 28 stellt die signifikanten Unterschiede zwischen den

Tierkorperstellen zusammen.

Tabelle 4. 28: Signifikante Unterschiede fiir die Enterobacteriaceae zwischen den
Tierkorperstellen

Tierkorperstelle Hals Brust Bauch Vorderbein Keule
Hals - n. s. signifikant signifikant
Brust n.s. - n.s. signifikant n.s.
Bauch signifikant n. s. - signifikant | signifikant
Vorderbein signifikant signifikant signifikant - n. s.
Keule n. s. n. s. signifikant n. s. -

signifikant: signifikant unterschiedliche Enterobacteriaceae, n.s.: Enterobacteriaceae nicht signifikant
unterschiedlich
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4.1.2.2 Prozessposition und Tierkorperstelle

Nunmehr wurden fiir alle 14 Ausfahrten die Werte fiir die Enterobacteriaceae an den fiinf
Probenahmestellen am Tierkorper und an den vier beprobten technischen Prozesspositionen
berechnet:

1: vor der Enthdutung

2: nach der Enthdutung

3: nach der Evisceration

4: im Kiihlraum

Die Werte reichten von 1,40 log KbE / cm® (Keule) bis zu 1,85 KbE / cm® (Bauch). Der

hochste Durchschnittswert (;() fand sich an Position 4 (;( = 1,7 KbE / cm®), der hichste Wert
fiir (s) am Bauch bei 0,74 KbE / cm? (Tab. 4. 29).

Tabelle 4. 29: Enterobacteriaceae an allen Positionen in log KbE / cm®

é Hals Brust Bauch Vorderbein” Keule™ o

E n | x s n | x s n| x s n| x s n | x s (x)
1|18 | 1,41 0,14 | 18| 1,61 | 0,35 | 18 | 1,58 | 0,37 | 18 | 1,40 | 0,00 | - - - 1,50
2|18 | 1,54 1030 | 18 | 1,62 | 0,28 | 18 | 1,85 | 0,74 | - - - 18 | 1,40 | 0,00 | 1,60
3/ 181,52 1024|1815 (033 |18 | 1,74 | 0,41 | - - - 18 | 1,54 | 0,36 | 1,60
418 | 1,78 | 0,44 | 18 | 1,69 | 0,40 | 18 | 1,73 | 0,33 | - - - 18| 1,58 | 0,31 | 1,70

" Vorderbein wurde an Positionen: 2, 3 und 4 nicht beprobt
" Keule wurde an Position 1 nicht beprobt
n: Zahl der Proben, x: Durchschnitt der GKZ, s: Standardabweichung, -: keine Beprobung

Prozessposition 1 (vor dem Enthiiuten)

Hier wurde der hochste Durchschnittswert an der Brust (1,61 KbE/cm?) gefunden (Tab. 4.30).

Tabelle 4. 30: Mittelwert der Enterobacteriaceae fiir die Tierkorperstelle an Prozessposition 1

Tierkorperstelle n X S Standardfehler des Mittelwertes
Hals 18 1,41 0,14 0,03
Brust 18 1,61 0,35 0,08
Bauch 18 1,58 0,37 0,09
Vorderbein 18 1,40 0,00 0,00

n: Zahl der Proben, X: Durchschnitt der Enterobacteriaceae, s: Standardabweichung

99



Ergebnisse

Das Ergebnis des Levene-Tests ist in der Spalte Signifikanz der Tab. 4. 31 ausgewiesen. Der
Signifikanzwert von 0,008 (z. B. zwischen Hals und Bauch) besagt, dass die Varianz der
Variablen mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,8 % in den beiden betrachteten
Tierkorperstellen identisch ist (Tab. 4. 31).

Der Mittelwert am Hals liegt im Durchschnitt um 0,167 KbE / cm® niedriger als der
Mittelwert am Bauch (in der Spalte Mittlere Differenz). Ob Hals und Bauch voneinander
unterschiedlich sind, zeigen die Signifikanzwerte (in der Spalte Signifikanz 2-seitig): 0,085
(Tab. 4. 31). Der ausgewiesene Signifikanzwert von 0,085 besagt, dass dies mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 8,5 % der Fall ist.

Der Mittelwert am Hals ist mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % zwischen 0,024 und 0,358
niedriger als der Mittelwert vom Bauch (Tab. 4.31). Entsprechendes gilt fiir andere

Tierkorperstellen.

Tabelle 4. 31: Ergebnisse des t-Tests flir Tierkorperstellen an Prozessposition 1

Q t-Test (Mittelwertgleichheit)
§ Levene-Test N 5N 95%
5 (Varianzgleichheit) S o & < § Konfidenzintervall
§ T daf % :‘;:) % q% "'—é % der Differenz
° EL | S5 | 24
2 F Signifikanz =< A S 5 | Untere | Obere
i3 & o
Hglju‘;?d 8,885 0,005 2,188 | 34 | 0,036 | -0,196 | 0,089 | -0,377 | -0,014
Halsund | ¢oq 0,008 21,774 | 34 | 0,085 | -0,167 | 0,094 | -0,358 | 0,024
Bauch
Hals und 4,784 0,036 0334 | 34 | 0,740 | 0,011 | 0,033 | -0,056 | 0,079
Vorderbein
Brustund | )3 0,960 0239 | 34 | 0813 | 0,029 | 0,120 | -0217 | 0275
Bauch
Brustund | ) 34 0,000 2,490 | 34 | 0,018 | 0,207 | 0,083 | 0,038 | 0375
Vorderbein
Bauchund |-, o 0,000 2,023 | 34 | 0,051 | 0,178 | 0,088 | -0,001 | 0,356
Vorderbein

F: Treatmentvarianz (zwischen Gruppen)/Fehlervarianz (innerhalb der Gruppen)
df: Freiheitsgrad

Mittels t-Tests konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Tierkorperstellen Hals und
Brust (p = 0,036) und zwischen Brust und Vorderbein (p = 0,018) gezeigt werden. Es wurden
keine weiteren signifikanten FErgebnisse zwischen den anderen Tierkorperstellen
nachgewiesen (Tab. 4. 31 und 4.32). Tab. 4.32 stellt die signifikanten Unterschiede zwischen

den Tierkorperstellen zusammen.
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Tabelle 4.32: Signifikante Unterschiede fiir die Enterobacteriaceae zwischen den
Tierkorperstellen

Tierkorperstelle Hals Brust Bauch Vorderbein Keule
Hals - signifikant n. s. n. s.
Brust signifikant - n. . signifikant n. s.
Bauch n.s. n. s. - n. s. n.s.
Vorderbein n.s. signifikant n.s. - n. s.
Keule n. s. n.s. n.s. n.s. -

signifikant, signifikant unterschiedliche Enterobacteriaceae, n.s., Enterobacteriaceae nicht signifikant
unterschiedlich

Prozessposition 2 (nach dem Enthiiuten)
An der Prozessposition 2 wurde der hichste Durchschnittswert am Bauch (1,86 KbE / cm?)
gefunden (Tab. 4. 33).

Tabelle 4. 33: Mittelwert der Enterobacteriaceae fiir die Tierkorperstelle an Prozessposition 2

Tierkorperstelle n X S Standardfehler des Mittelwertes
Hals 18 1,54 0,30 0,07
Brust 18 1,62 0,28 0,07
Bauch 18 1,86 0,74 0,17
Keule 18 1,40 0,00 0,00

n: Zahl der Proben, X: Durchschnitt der Enterobacteriaceae, s: Standardabweichung

Das Ergebnis des Levene-Tests ist in der Spalte Signifikanz der Tab. 4. 34 ausgewiesen. Der
Signifikanzwert von 0,000 (z. B. zwischen Hals und Keule) besagt, dass die Varianz der
Variablen mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,0 % an den beiden betrachteten
Tierkorperstellen identisch ist (Tab. 4. 34).

Der Mittelwert am Hals liegt im Durchschnitt um 0,143 KbE / cm” hoher als der Mittelwert
an der Keule (in der Spalte Mittlere Differenz). Ob Hals und Keule voneinander
unterschiedlich sind, zeigen die Signifikanzwerte (in der Tabelle Signifikanz 2-seitig): 0,051
(Tab. 4. 34). Der ausgewiesene Signifikanzwert von 0,051 besagt, dass dies mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 5,1% der Fall ist. Der Mittelwert vom Hals ist mit einer
Wabhrscheinlichkeit von 95 % zwischen 0,288 und 0,001 niedriger als der Mittelwert an der
Keule (Tab. 4. 34).
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Tabelle 4. 34: Ergebnisse des t-Tests fiir Tierkorperstellen an Prozessposition 2

4 t-Test (Mittelwertgleichheit)

§ Levene-Test N N TN 95%

_§ 2 (Varianzgleichheit) E 2| 85 |25 5| Konfidenzinterv-

s S T | df | EF | & |2 B E| allderDifferenz

o i = E 8 = E

b= . . an -

5 F Signifikanz =< 5 |&28 Untere | Obere
Hg:u‘;?d 0,122 0,729 20,768 | 34 | 0,448 | -0,075 | 0098 | -0274 | -0,124
Halsund | 5, 5 0,080 21,659 | 34 | 0,106 | -0312 | 0,188 | -0.693 | 0,070

Bauch
H;l:u‘igd 23,483 0,000 2,019 | 34 | 0051 | 0143 | 0,071 | -0,001 | 0288
Brustund | o 0,095 21270 | 34 | 0213 | 0237 | 0,186 | -0.615 | 0,142

Bauch
Bré:ﬁ‘end 56,714 0,000 3255 | 34 | 0003 | 0218 | 0,067 | 0,082 0,355
Bal‘;‘jllﬂ‘;nd 13,126 0,001 2,616 | 34 | 0,013 | 0455 | 0,174 | 0,102 0,808

F: Treatmentvarianz (zwischen Gruppen)/Fehlervarianz (innerhalb der Gruppen), df: Freiheitsgrad

Mittels t-Tests konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Tierkorperstellen Brust und
Keule (p = 0,003) und zwischen Bauch und Keule (p = 0,013) ermittelt werden (Tab. 4.34 und
4.35). Tab. 4.35 stellt die signifikanten Unterschiede zwischen den Tierkorperstellen

zusammen.

Tabelle 4. 35: Enterobacteriaceae: Signifikante Unterschiede zwischen den Tierkdrperstellen

Tierkorperstelle Hals Brust Bauch Vorderbein Keule
Hals - n. s. n.s. n.s.
Brust - n. s. signifikant
Bauch n.s. n. s. - n. s. signifikant
Vorderbein n. s. n. s. - n. s.
Keule n. s. signifikant signifikant n. s. -

signifikant: signifikant unterschiedliche Enterobacteriaceae, n. s.: Enterobacteriaceae nicht signifikant

unterschiedlich

Prozessposition 3 (nach der Evisceration)

An der Prozessposition 3 wurde der hochste Durchschnittswert am Bauch (1,74 KbE/ cm?)
gefunden (Tab. 4. 36).

Tabelle 4. 36: Enterobacteriaceae: Mittelwert der Tierkorperstellen an Prozessposition 3

Tierkorperstelle n ;( S Standardfehler des Mittelwertes
Hals 18 1,52 0,24 0,06
Brust 18 1,56 0,33 0,08
Bauch 18 1,74 0,41 0,10
Keule 18 1,54 0,36 0,09

n: Zahl der Proben, x: Durchschnitt der Enterobacteriaceae, s: Standardabweichung
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Das Ergebnis des Levene-Tests ist in der Spalte Signifikanz (Tab. 4. 37) ausgewiesen. Der
Signifikanzwert von 0,330 (z. B. zwischen Brust und Bauch) besagt, dass die Varianz der
Variablen mit einer Wahrscheinlichkeit von 33,0 % an den beiden betrachteten
Tierkorperstellen identisch ist (Tab. 4. 37). Der Mittelwert an der Brust liegt im Durchschnitt
um 0,184 KbE/cm” niedriger als der Mittelwert am Bauch (in der Spalte Mittlere Differenz).
Ob Brust und Bauch voneinander unterschiedlich sind, zeigen die Signifikanzwerte (in der
Tabelle Signifikanz 2-seitig): 0,152 (Tab. 4. 37). Der ausgewiesene Signifikanzwert von
0,152 besagt, dass dies mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 15,2 % der Fall ist. Der
Mittelwert von der Brust ist mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% zwischen 0,071 und 0,439
niedriger als der Mittelwert am Bauch (Tab. 4. 37). Mittels t-Tests konnte kein signifikanter

Unterschied zwischen den Tierkorperstellen ermittelt werden (Tab. 4. 37).

Tabelle 4. 37: Ergebnisse des t-Tests fiir Tierkorperstellen an Prozessposition 3

& t-Test (Mittelwertgleichheit)
ETE Levene-Test N 95%
g: 3 (Varianzgleichheit) Es gﬁ & g g 3 % Konfidenzintervall
s 3 T if | €3 8 2588 der Differenz
g 54 | S5 |53
al F Signifikanz 7~ A |» <A Untere | Obere
ngsu‘;?d 1,140 0,293 20,350 | 34 | 0,728 | -0,034 | 0,097 | -0230 | -0,163
Hals und 4,455 0,042 41,937 | 34 | 0061 | -0218 | 0,112 | -0446 | 0,011
Bauch
Hlilesu‘fgd 0,494 0,487 0,141 | 34 | 0,889 | -0,014 | 0,102 | -0222 | 0,194
Brust und 0,978 0,330 21,467 | 34 | 0,152 | -0,184 | 0,125 | -0439 | 0,071
Bauch
Brust und 0,032 0,859 0,167 | 34 | 0868 | 0,019 | 0,116 | -0217 | 0256
Keule
Bal‘é‘;ﬁl‘;nd 1,110 0,300 1,567 | 34 | 0,126 | 0203 | 0,130 | -0,060 | 0,467

F: Treatmentvarianz (zwischen Gruppen)/Fehlervarianz (innerhalb der Gruppen), df: Freiheitsgrad

Prozessposition 4 (Kiihlraum)

An der Prozessposition 4 wurde der hochste Durchschnittswert am Hals (1,78 KbE/cm?)
gefunden (Tab. 4. 38).

Tabelle 4. 38: Enterobacteriaceae: Mittelwert der Tierkorperstellen an Prozessposition 4

Tierkorperstelle n X s Standardfehler des Mittelwertes
Hals 18 1,78 0,44 0,10
Brust 18 1,69 0,40 0,09
Bauch 18 1,73 0,33 0,08
Keule 18 1,58 0,31 0,07

n: Zahl der Proben, x: Durchschnitt der Enterobacteriaceae, s: Standardabweichung
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Das Ergebnis des Levene-Tests ist in der Spalte Signifikanz (Tab. 4. 39) ausgewiesen. Der
Signifikanzwert von 0,262 (z. B. zwischen Bauch und Keule) besagt, dass die Varianz der
Variablen mit einer Wahrscheinlichkeit von 26,2 % an den beiden betrachteten
Tierkorperstellen identisch ist (Tab. 4. 39). Der Mittelwert am Bauch liegt im Durchschnitt
um 0,150 KbE / cm® héher als der Mittelwert an der Keule (in der Spalte Mittlere Differenz).
Ob Bauch und Keule voneinander unterschiedlich sind, zeigen die Signifikanzwerte (in der
Tabelle Signifikanz 2-seitig): 0,168 (Tab. 4. 39). Der ausgewiesene Signifikanzwert von von
0,168 besagt, dass dies mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 16,8% der Fall ist. Der
Mittelwert vom Bauch ist mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % zwischen 0,367 und 0,067
niedriger als der Mittelwert von der Keule (Tab. 4. 39). Mittels t-Tests konnte kein

signifikanter Unterschied zwischen den Tierkorperstellen ermittelt werden (Tab. 4. 39).

Tabelle 4. 39: Ergebnisse des t-Tests fiir Tierkorperstellen an Prozessposition 4

& t-Test (Mittelwertgleichheit)
5 Levene-Test N 95%
S (Varianzgleichheit) E ) 2 g o5 g Konfidenzintervall
e 8 T i | 5 = B -§ 5.8 der Differenz
5 54 | SE |58
al F Signifikanz 7~ A |@a<€ A Untre | Obere
ngsu‘;?d 0,406 0,528 0,627 | 34 | 0,535 | 008 | 0,141 | -0,198 | 0375
Halsund | 55, 0,257 0371 | 34 | 0713 | 0048 | 0,130 | -0,217 | 0313
Bauch
Halsund | 5/ 0,071 1,554 | 34 | 0,129 | 0,198 | 0,128 | -0,061 | 0,458
Keule
Brustund )~ 3¢ 0,715 -0,328 | 34 | 0745 | -0,040 | 0,122 | -0288 | 0,208
Bauch
Brustund | | 9 0,244 0923 | 34 | 0363 | 0,110 | 0,119 | -0,132 | 0352
Keule
Bal‘;‘églgnd 1,301 0,262 1,408 | 34 | 0,168 | 0,150 | 0,107 | -0,067 | 0367

F: Treatmentvarianz (zwischen Gruppen)/Fehlervarianz (innerhalb der Gruppen), df: Freiheitsgrad

Einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA)

Bei der einfaktoriellen Varianzanalyse wurden fiir alle technischen Positionen die vier
Tierkorperstellen Hals, Brust, Bauch und Vorderbein (nur Position 1) bzw. Keule (Position 2,
3 und 4) miteinander verglichen. Je Prozessposition lagen fiir jede Tierkorperstelle 18 Werte

vor (Tab. 4. 29).
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Prozessposition 1 (vor der Enthiutung)

Hier wurden die vier Tierkorperstellen Hals, Brust, Bauch und Vorderbein miteinander
verglichen.

Die Streuung innerhalb der Tierkorperstellen (Quadratsumme innerhalb der Gruppen = QSI)
ist gleich null, wihrend gleichzeitig eine Streuung zwischen den Tierkorperstellen
(Quadratsumme zwischen der Gruppen = QSZ) vorliegt (2,998). Die einzelnen
Tierkorperstellen weisen sehr unterschiedliche Mittelwerte auf, innerhalb der
Tierkorperstellen jedoch sind alle Werte gleich.

Mit einer Wahrscheinlichkeit von p < 0,037 wird die Nullhypothese abgelehnt, d. h. der
Unterschied zwischen den vier Tierkorperstellen ist signifikant (Tab. 4. 40).

Tabelle 4. 40: Einfaktorielle ANOVA fiir Enterobacteriaceae an Prozessposition 1 fiir die
Tierkorperstellen Hals, Brust, Bauch und Vorderbein

Enterobacteriaceae | Quadratsumme df Mittel der F-Wert Signifikanz
Quadrate
Zwischen den 0,636 3 0,212 2,998 0,037
Tierkorperstellen
Innerhalb der
Tierkorperstellen 4,807 68 0,071 i i
gesamt 5,443 71 - - -

F-Wert: Treatmentvarianz (zwischen Gruppen)/Fehlervarianz (innerhalb der Gruppen)
df: Freiheitsgrad

Die Wahrscheinlichkeit hier betrdgt 0,037 bzw. 3,7 %, man kann also ausgehen, dass die vier

Tierkorperstellen nicht den gleichen durchschnittlichen Mittelwert aufweisen.

Prozessposition 2 (nach der Enthiutung)

Hier wurden die vier Tierkorperstellen Hals, Brust, Bauch und Keule miteinander verglichen.
Die Streuung innerhalb der Tierkorperstellen (QSI) ist gleich null, wihrend gleichzeitig eine
Streuung zwischen den Tierkorperstellen (QSZ) vorliegt (3,636). Die einzelnen
Tierkorperstellen weisen sehr unterschiedliche Mittelwerte auf, innerhalb der
Tierkorperstellen jedoch sind alle Werte gleich.

Mit einer Wahrscheinlichkeit von p < 0,017 wird die Nullhypothese abgelehnt, d. h. der

Unterschied zwischen den vier Tierkorperstellen ist signifikant (Tab. 4. 41).
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Tabelle 4. 41: Einfaktorielle ANOVA fiir Enterobacteriaceae an Prozessposition 2 fiir die
Tierkorperstellen Hals, Brust, Bauch und Keule

Enterobacteriaceae | Quadratsumme df Mittel der F-Wert Signifikanz
Quadrate
Zwischen den 1,953 3 0,651 3,636 0,017
Tierkorperstellen
Innerhalb der
Tierkorperstellen 12,175 63 0,179 ) )
gesamt 14,128 71 - - -

F-Wert: Treatmentvarianz (zwischen Gruppen)/Fehlervarianz (innerhalb der Gruppen)
df: Freiheitsgrad

Die Wahrscheinlichkeit betrdgt hier 0,017 bzw. 1,7 %, man kann also darum ausgehen, dass

die vier Tierkorperstellen nicht den gleichen durchschnittlichen Mittelwert aufweisen.

Prozessposition 3 (nach der Eviszeration)

Hier wurden die vier Tierkdrperstelle Hals, Brust, Bauch und Keule miteinander verglichen.
Die Streuung innerhalb der Tierkorperstellen (QSI) ist gleich null, wihrend gleichzeitig eine
grofe Streuung zwischen den Tierkorperstellen (QSZ) vorliegt (1,583). Die einzelnen
Tierkorperstellen weisen sehr unterschiedliche Mittelwerte auf, innerhalb der
Tierkorperstellen jedoch sind alle Werte gleich.

Mit einer Wahrscheinlichkeit von p < 0,202 wird die Nullhypothese angenommen, d. h. der

Unterschied zwischen den vier Tierkorperstellen ist nicht signifikant (Tab. 4. 42).

Tabelle 4. 42: Einfaktorielle ANOVA fiir Enterobacteriaceae an Prozessposition 3 fiir die
Tierkorperstellen Hals, Brust, Bauch und Keule

Enterobacteriaceae | Quadratsumme df Mittel der F-Wert Signifikanz
Quadrate
Zwischen den 0,559 3 0,186 1,583 0,202
Tierkorperstellen
Innerhalb der
Tierkorperstellen 8,012 68 0,118 i i
gesamt 8,571 71 - - -

F-Wert: Treatmentvarianz (zwischen Gruppen)/Fehlervarianz (innerhalb der Gruppen)
df: Freiheitsgrad

Die Wahrscheinlichkeit betrdgt hier 0,202 bzw. 20,2 %, man kann also ausgehen, dass die vier

Gruppen nicht den gleichen durchschnittlichen Mittelwert aufweisen.

Prozessposition 4 (im Kiihlraum)
An Prozessposition 4 wurden die Tierkorperstellen Hals, Brust, Bauch und Keule miteinander

verglichen.
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Die Streuung innerhalb der Tierkorperstellen (QSI) ist gleich null, wihrend gleichzeitig eine
groBe Streuung zwischen den Tierkorperstellen (QSZ) vorliegt (0,915). Die einzelnen
Tierkorperstellen weisen sehr unterschiedliche Mittelwerte auf, innerhalb der
Tierkorperstellen jedoch sind alle Werte gleich.

Mit einer Wahrscheinlichkeit von p < 0,438 wird die Nullhypothese angenommen, d. h. der
Unterschied zwischen den vier Tierkorperstellen ist nicht signifikant (Tab. 4. 43).

Tabelle 4. 43: Einfaktorielle ANOVA fiir Enterobacteriaceae an Prozessposition 4 fiir die
Tierkorperstellen Hals, Brust, Bauch und Keule

Enterobacteriaceae | Quadratsumme df Mittel der F-Wert Signifikanz
Quadrate
Zwischen den 0,386 3 0,129 0,915 0,438
Tierkorperstellen
Innerhalb der
Tierkorperstellen 9,547 68 0,140 ] ]
gesamt 9,932 71 - - -

F-Wert: Treatmentvarianz (zwischen Gruppen)/Fehlervarianz (innerhalb der Gruppen)
df: Freiheitsgrad

Die Wahrscheinlichkeit betrdgt hier 0,438 bzw. 43,8 %, man kann also darum ausgehen, dass

die vier Tierkorperstellen nicht den gleichen durchschnittlichen Mittelwert aufweisen.

Zweifaktorielle Varianzanalyse

Hier wurde gefragt, ob es einen signifikanten Unterschied zwischen den bzw. allen
Tierkorperstellen gibt, daneben soll zusétzlich der Einfluss des Faktors ,,Prozessposition auf
die Tierkorperstelle untersucht werden. Zusitzlich erlaubt die zweifaktorielle Varianzanalyse

Aussagen iiber eine mogliche Wechselwirkung zwischen den beiden Faktoren.

Alle Prozesspositionen und alle Tierkorperstellen

Fir die zweifaktorielle Varianzanalyse wurden alle Prozesspositionen und alle
Tierkorperstellen miteinander auf mdogliche Wechselwirkungen gepriift. Der F-Wert von
4,555 besagt, dass die Tierkorperstellen Hals, Brust, Bauch, Vorderbein und Keule sich stark
unterscheiden, d. h. zwischen allen Tierkorperstellen liegt ein deutlicher signifikanter
Unterschied (p = 0,001) vor, die Nullhypothese wird abgelehnt.

Der Wert p = 0,024 und der F-Wert von 3,207 besagen, dass ein signifikanter Unterschied
zwischen den Prozesspositionen besteht, die Nullhypothese wird abgelehnt.

Der F-Wert von F = 1,201 (p = 0,298) zeigt an, dass die Wechselwirkung nicht signifikant ist.
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Es besteht auf Grund dieses Ergebnisses keine Wechselwirkung zwischen den Faktoren

,» Lierkorperstelle® und ,,Prozessposition® (Tab. 4. 44).

Tabelle 4. 44 : Zweifaktorielle Varianzanalyse zwischen allen Prozesspositionen und allen
Tierkorperstellen

Faktoren df F Signifikanz
alle Positionen 3 3,207 0,024
alle Tierkorperstelle 4 4,555 0,001

alle Positionen und
alle Tierkorperstelle
F-Wert: Treatmentvarianz (zwischen Gruppen)/Fehlervarianz (innerhalb der Gruppen)
df: Freiheitsgrad

8 1,201 0,298

Prozessposition 2, 3 und 4 und Tierkorperstelle 1,2, 3 und 5

Hier wurden die Prozesspositionen (nach der Enthdutung, nach der Evisceration und im
Kiihlraum) und die Tierkorperstellen (Hals, Brust, Bauch und Keule) miteinander verglichen
und gepriift, ob es eine mogliche Wechselwirkung zwischen den Prozesspositionen und
Tierkorperstellen gibt.

Bei einer Wahrscheinlichkeit von p = 0,004 wurde ein F-Wert von 4,547 ermittelt. Es besteht
ein signifikanter Unterschied zwischen den Hals, Brust, Bauch und Keule, unabhéngig von
den Prozesspositionen, die Nullhypothese wird abgelehnt.

P = 0,222 und der F-Wert von 1,518 besagen, dass kein signifikanter Unterschied zwischen
den Prozesspositionen besteht, die Nullhypothese wird angenommen.

Der F-Wert von F = 1,040 (p = 0,400) zeigt an, dass die Wechselwirkung nicht signifikant ist.
Auf Grund dieses Ergebnisses besteht keine Wechselwirkung zwischen den Faktoren

»lierkorperstelle” und ,,Prozessposition* (Tab. 4. 45).

Tabelle 4. 45 : Zweifaktorielle Varianzanalyse zwischen den Prozesspositionen und den
gewihlten Tierkorperstellen

Faktoren df F Signifikanz
Prozesspositionen 2 1,518 0,222
die gewihlten Tierkorperstelle 3 4,547 0,004

Positionen und die gewéhlten
Tierkorperstelle

F-Wert: Treatmentvarianz (zwischen Gruppen)/Fehlervarianz (innerhalb der Gruppen)
df: Freiheitsgrad

6 1,040 0,400
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Alle Prozesspositionen und die Tierkorperstellen 1, 2 und 3

Hier wurden alle Prozesspositionen und die Tierkorperstellen Hals, Brust und Bauch
miteinander verglichen und auf eine mégliche Wechselwirkung gepriift.

Bei einer Wahrscheinlichkeit von p = 0,041 wurde ein F-Wert von F= 3,256 ermittelt. Es
besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den Hals, Brust und Bauch, unabhidngig von
den Prozesspositionen, die Nullhypothese wird abgelehnt.

p = 0,051 und der F-Wert von 2,631 besagen, dass kein signifikanter Unterschied zwischen
den Prozesspositionen besteht, die Nullhypothese wird angenommen.

Der F-Wert von F = 1,042 (p = 0,399) zeigt an, dass die Wechselwirkung nicht signifikant ist.
Auf Grund dieses Ergebnisses besteht keine Wechselwirkung zwischen den Faktoren

»lierkorperstelle” und ,,Prozessposition® (Tab. 4. 46).

Tabelle 4. 46 : Zweifaktorielle Varianzanalyse zwischen allen Prozesspositionen und den
gewihlten Tierkorperstellen

Faktoren df F Signifikanz
alle Positionen 3 2,631 0,051
die gewihlten Tierkorperstellen 2 3,256 0,041

alle Positionen und die gewéhlten
Tierkorperstellen

F-Wert: Treatmentvarianz (zwischen Gruppen)/Fehlervarianz (innerhalb der Gruppen)
df: Freiheitsgrad

6 1,042 0,399
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4.2 Qualitative Ergebnisse (Untersuchungen auf Zoonoseerreger)

4.2.1 Ergebnisse der Untersuchungen auf Campylobacter

4.2.1.1 Konventionelle mikrobiologische Untersuchungen

4.2.1.1.1 Identifizierung des Genus Campylobacter

Von den insgesamt untersuchten 423 Proben waren 85 Proben Campylobacter- positiv
(20,1%), es wurden 88 Isolate gewonnen. Der hochste Wert wurde am Boden im Sammelstall

mit 68,2% ermittelt (Tab. 4. 47).

Tabelle 4. 47: Untersuchungsergebnisse auf Campylobacter (Genus)

Probenarten n positiv (%) Isolate
Stanzen 320 58 (18,1) 61
Boden Sammelstall 22 15 (68.,2) 15
Ablage der TK 11 2 (18,2) 2
Fellabzugsmaschine 12 3 (25,0) 3
Messer 28 7 (25,0) 7
Steribecken 1 0(0,0) 0
Tiirgriff Kiihlraum 7 0 (0,0) 0
Wand Kiihlraum 22 0 (0,0) 0
Gesamt 423 85 (20,1) 88

n: Zahl der gesamten Proben

Stanzproben

Von den insgesamt 423 Proben wurden 320 Stanzproben auf Campylobacter untersucht. Von
den insgesamt untersuchten 320 Stanzproben waren 58 Proben Campylobacter- positiv (18,1
%) (Tabelle 4. 39), die hochste Zahl lag an der Position 4 (im Kiihlraum) mit 22 positiven
Proben (Abb. 4. 2)
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Abbildung 4. 2: Anzahl der positiven Stanzproben von Campylobacter je Position (je
Position: n= 80)
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An Position 1 (vor der Enthdutung) waren 10,0 % der Stanzen Campylobacter- positiv, an
Position 2 (nach der Enthdutung) 11,3 %, an Position 3 (nach der Eviseration) 23,8 % und an

Position 4 (im Kiihlraum) 27,5 %. Insgesamt waren 18,1 % der Proben positiv.

Ausfahrten
Bei der dritten und neunten Ausfahrt wurde Campylobacter nicht nachgewiesen. Das hochste

Ergebnis wurde bei der vierten Ausfahrt (17 positive Proben) erzielt (Tab. 4. 48).

Tabelle 4. 48: Positive Campylobacter- Funde in Abhéngigkeit von der Ausfahrt

Probenarten
Ausfahrt n Boden '
Sammelstall Ablage TK Fellabzugsmaschine Messer Stanzen| gesamt

1 32 - - - - 8 8
2 32 - - - - 7 7
3 32 - - - - - -
4 41 2 1 - - 14 17
5 24 2 - 1 2 4 9
6 40 2 - - - 5 7
7 40 2 - - 1 7 10
8 25 2 - - - 1 3
9 26 - - - - - -
10 27 2 - 1 1 1 5
11 26 1 - 1 - - 2
12 26 2 - - 1 4 7
13 26 - - - 2 7 9
14 26 - 1 - - - 1

gesamt | 423 15 2 3 7 58 85

4.2.1.1.2 Speziesdifferenzierung

Von den insgesamt gewonnenen 88 Isolaten wurden 80 aus tiefgefrorenen Kulturen (-20 °C)
subkultiviert (8 Isolate sind nicht angewachsen) und mittels biochemischer Untersuchung
weiter differenziert. C.jejuni wurde in 71,3 % (57/80) und C.coli in 23,8 % (19/80) der Fille
nachgewiesen. C./ari wurde in 5,0 % (4/80) und nur am Boden (Sammelstall) nachgewiesen

(Tab. 4. 49).
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Tabelle 4. 49: Campylobacter Speziesdifferenzierung (konventionell mikrobiologisch)

C.jejuni C.coli C.lari
Probenarten Campylobacter Isolate n o n % N o
Stanzen 56* 46 82,1 10 17,9
Boden Sammelstall 13%* 3 23,1 6 46,2 4 30,8
Ablage der TK 2 2 100,0
Fellabzugsmaschine 2% 1 50,0 1 50,0
Messer 7 5 71,4 2 28.6
| Insgesamt | 80 | 57 [ 713] 19 [238] 4 | 50 |

*Von 88 tiefgefrorenen Isolaten (-20° C) sind 8 Isolate nicht gewachsen. (vergl. Tab. 4.42)

4.2.1.2 Identifizierung von Campylobacter mittels molekularbiologischr Verfahren
4.2.1.2.1 Polymerase Chain Reaktion (PCR-Ansatz)
Campylobacter-Genus-Identifizierung

Zum Vergleich mit der konventionellen Methode wurde fiir die Genus- Identifizierung
gleichzeitig ein PCR- Ansatz fiir alle Isolate durchgefiihrt. Von 80 untersuchten
Campylobacter- Isolaten waren 74 (92,5 %) mittels PCR positiv (Tab. 4. 50).

Tabelle 4. 50: Vergleich zwischen konventioneller Methode und dem PCR- Ansatz zur
Genus-Identifizierung von Campylobacter

Konventionelle . PCR
Probenarten n  mikrobiologische Methode nicht . nicht
(positiv) BEWaCSen bestitigt | o st

Stanzen 320 61 5 54 2

Boden Sammelstall 22 15 2 12 1
Ablage der TK 11 2 1 2
Fellabzugsmaschine 12 3 2

Messer 28 7 4 3
Steribecken 1 0 0
Tiirgriff Kiithlraum 7 0 0
Wand Kiihlraum 22 0 0

gesamt 423 88 8 74 6

n: Zahl der Proben

Speziesdifferenzierung
Die Speziesdifferenzierung ergab: C.jejuni stellte mit 55,7 % (49/88) die meisten Isolate,
gefolgt von C.lari 14,8 % (13/88) und dann C.coli 11,4 % (10/88). Die Privalenzrate von

C.jejuni und C.coli war im Vergleich zur konventionellen Methode niedriger (Tab. 4. 51 und

4.52).
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Mittels PCR wurden gemischte C.jejuni-C.coli in 1,1 % (1/88) und gemischte C.jejuni-C.lari
in 4,5% (4/88) der Isolate identifiziert.

Isolate, die mittels PCR nicht identifiziert werden konnten, wurden nicht zu den Spezies
gerechnet, sondern als C.spp bezeichnet. Dies waren 3,4 % (3/88)

Hier wurde C.jejuni auf Oberflichen (Stanzproben) am héufigsten (65,6 %) identifiziert.

C.coli und C.lari waren die vorherrschenden Spezies am Boden des Sammelstalls (33,3 %)
(Tab.4.52).

Tabelle 4. 51: Vergleich zwischen konventioneller Methode und dem PCR-Ansatz zur Genus-
und Speziesdifferenzierung von Campylobacter

konventionell PCR
Genus 80 74
C.jejuni 57 49
C.coli 19 10
C.lari 4 13
C.jejuni und C.coli - 1
C.jejuni und C.lari -
C.spp. - 3
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Tabelle 4. 52: Vergleich zwischen Ergebnissen der konventionellen Methode und der PCR zur Speziesdifferenzierung von Campylobacter

o
< *q;; konventionell PCR
g )
= = 4
% § E ~ ~ + 1 + 1
= 2] > Q = N Q S = = O =S ) <
= 5 = S S S S o EXS | EXS & oy
§ g © © © < 73S 73 &
N
© n (%) n (%) n (%) n % n % n % n % % n % n
Stanzen | 61 | 56 | 46 |(82,1)| 10 | (17.9) 40 1656] 3 |49 7 |115] 1 |1,6] 4 |66] 1 |16
Boden 15 | 13 ] 3 [@L)] 6 |@62)| 4 |(308)| 4 [267] 5 |333] 5 |333 1 |67
Sammelstall ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
Ablage TK | 2 2 | 2 |(100) 2
Fellabzugs- | 5 2 [ 1| (50) | 1 ](50,0) 1 160,0] 1 |200 1 |20,0
maschine
Messer 7 705 |(714)] 2 |@286) 2 |286] 1 |143] 1 |143
gesamt 88 | 80* | 57 |(71,3)| 19 | (23,8)] 4 | 500 | 49 |557| 10 [11,4] 13 [148| 1 | 1,1 | 4 | 45| 3 | 34

*Von 88 tiefgefrorenen Isolaten (-20° C) sind 8 Isolate nicht gewachsen
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4.2.1.2.2 Ergebnisse der Molekularbiologischen Speziesdifferenzierung mittels PFGE
Von 88 urspriinglich gewonnenen Campylobacter- Isolaten waren insgesamt 16 Isolate nicht
gewachsen'', es wurden 72 Isolate molekularbiologisch mittels der Pulsed Field Gel
Elektrophorese (PFGE) gepriift. Hierzu wurden die Isolate einer Makrorestriktionsanalyse
unterzogen. Die Fragmente wurden mittels des Restriktionsenzyms Kpn-I erstellt und mittels
PFGE dargestellt. In 8 Féllen war mittels des Enzyms Kpn-I kein Restriktionsmuster moglich:
Es gelang nicht, das Genom mittels dieses Restriktionsenzyms zu schneiden. Insgesamt
wurden von 62 gepriiften Isolaten mittels PFGE 28 Muster identifiziert, es wurden auch
Subtypen (z. B: K-2-1, K-8-1, K-11-1, K-13-1 und K-26-1) identifiziert. Bei den
unterschiedlichen Spezies C.jejuni und C.coli traten ein identisches Bandenmuster Kpn-6 und
das Bandenmuster Kpn-13 auf (Tab. 4.53).
Vertikale Durchgiingigkeit:
Innerhalb einer Ausfahrt wurden gleiche Muster mehrfach beobachtet:
e Bei der Ausfahrt 7 Muster 9 am Messer und an Stanzprobe (Hals und Brust)
e Bei der Ausfahrt 10 Muster 8-1 auf der Fellabzugsmaschine, am Messer und an
Stanzen (Brust)
e Bei der Ausfahrt 13 die Muster 4 und 5 auf Messer und auf Stanzen (Hals, Brust und
Bauch) (Tab. 4.54)
Horizontale Durchgingigkeit:
Identische Muster wurden auch bei verschiedenen Ausfahrten gefunden:
e Muster 6 bei Ausfahrt 6 (an der Brust und am Bauch) und 13 (am Bauch)
e Muster 8 bei Ausfahrt 6 (an der Brust) und 10 (am Boden des Sammelstalls)
e Muster 15 bei Ausfahrt 4 (an der Brust) und 5 (am Hals)
e Muster 24 bei Ausfahrt 2 (an der Brust und am Bauch) und 4 (an der Keule)
e Muster 26 bei Ausfahrt 2 (am Hals) und 4 (am Hals, Brust und am Bauch) (Tab. 4.54)
e Muster 11: Muster 11-1 bei Ausfahrt 4 (an der Brust und am Bauch) und 7 (an der
Keule) und Muster 11 bei Ausfahrt 7 (am Bauch), Muster 11 und 11-1 sind dhnlich
e Muster 2 und 2-1 bei Ausfahrt 12 (Boden des Sammelstalls bzw. Messer)
e Muster 8 und 8-1 bei Ausfahrt 10 (am Boden des Sammelstalls bzw. an der Brust, am
Messer und an der Fellabzugsmaschine)

e Muster 26 und 26-1 bei Ausfahrt 2 (am Hals bzw. an der Brust) (Tab.4.54)

""" 8 Isolate nach der ersten Aufbewahrung bei -20°C (nach der Durchfithrung der konventionellen Methode und
bevor PCR- Ansatz)
8 nach der zweiten Aufbewahrung (nach PCR- Ansatz) nicht gewachsen
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Tabelle 4. 53: Mittels Kpn-I als identisch definierte Campylobacter- Stimme

Banden

25 g
(Plf“r(l?lgti;h Herkunft Spezies 23[3 —‘g Tierkorperstelle :‘%
Restriktions- E — A~
verdau)Kpn-1
Kpn-1 Stanze C.jejuni 1 Brust 3
Kpn-2 Boden Sammelstall Ciciuni 2
Kpn-2-1 Messer S 1
Kpn-3 Boden Sammelstall C.coli 1
Kpn-4 Stanze, Messer C.jejuni 6 Hals,Brust 1,2,3,4
Kpn-5 Stanze, Messer C.coli 2 Bauch 1
Kpn-6 C.jejuni 2 Brust,Bauch 4
Kfm-é Stanze Cooli | 1 Bauch 2
Kpn-7 Stanze C.jejuni 1 Bauch 4
Kpn-8 Stanze, Boden Sammelstall . C coli 2 Brust 3
Kpn-8-1 Stanze,Messer,Fellabzugsmaschine ' 3 Brust 3
Kpn-9 Stanze, Messer C.jejuni 3 Hals,Brust 2,3
Kpn-10 Boden Sammelstall C.jejuni 1
Kpn-11 St Cioimi || Bauch 3
Kpn-11-1 anze Jejunt 3 Brust,Bauch,Keule 34
Kpn-12 Stanze C.jejuni 2 Hals, Brust 4
Kpn-13 C.coli 1 Keule 4
Kpn-13 Stanze Cjejuni | 1 Brust 4
Kpn-13-1 C.jejuni 1 Brust 3
Kpn-14 Boden Sammelstall C.lari 1
Kpn-15 Stanze C.jejuni 3 Hals,Brust, Bauch 1,3,4
Kpn-16 Stanze C.jejuni 1 Bauch 3
Kpn-17 Boden Sammelstall C.lari 1
Kpn-19 Fellabzugsmaschine C.jejuni 1
Kpn-20 Ablage Tierkorper C.jejuni 1
Kpn-21 Stanze C.coli 1 Hals 2
Kpn-22 Stanze C.jejuni 2 Bauch 3
Kpn-23 Stanze C.jejuni 1 Brust 3
Kpn-24 Stanze C.jejuni 5 Brust,Bauch, Keule 3.4
Kpn-25 Stanze C.jejuni 1 Bauch 4
Kpn-26 Stanze Cjejuni 7 Hals, Bauch, Brust | 12,34
Kpn-26-1 : 1 Brust 3
Kpn-28 Stanze C.jejuni 1 Bauch 1
Kpn-30 Boden Sammelstall C.lari 1
Kpn-31 Stanze C.jejuni 1 Keule 3
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4.2.2  Ergebnisse der Untersuchungen auf Listeria

4.2.2.1 Identifizierung des Genus Listeria

Von den insgesamt 423 untersuchten Proben waren 47 Proben Listeria- positiv (11,1 %),
davon 6 (27,3 %) Proben (von 22) vom Boden des Sammelstalles. Listeria wurde nicht

gefunden im Steribecken, am Tiirgriff und an der Wand im Kiihlraum (Tab. 4. 55).

Tabelle 4. 55: Auftreten von Listeria an den einzelnen Probenqualitdten

Listeria
Probenarten n positive Proben (%)
Stanzen 320 36 11,3
Boden Sammelstall 22 6 27,3
Ablage der TK 11 0 0,0
Fellabzugsmaschine 12 2 16,7
Messer 28 3 10,7
Steribecken 1 0 0,0
Tiirgriff Kiithlraum 7 0 0,0
Wand Kiihlraum 22 0 0,0
gesamt 423 47 11,1

Stanzproben

Von insgesamt 320 Stanzproben waren 36 Proben Listeria positiv (11,3 %). Vor der
Enthdutung und im Kiihlraum wurden am haufigsten positive Proben registriert, wihrend die
Belastung an der zweiten und dritten Position niedriger lag (Tab. 4. 56).

An der Position 1 ,,vor Enthdutung® waren 12,5 % der Stanzen Listeria-positiv, an der
Position 2 (,,nach Enthdutung®) 8,8 %, nach der Evisceration 11,3 % und im Kiihlraum 12,5%

(Tab. 4. 56).

Tabelle 4. 56: Auftreten von Listeria (Genus) pro Position

Position Probenzahl Listeria spp. (%)
1 80 10 12,5
2 80 7 8,8
3 80 9 11,3
4 80 10 12,5
gesamt 320 36 11,3
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4.2.2.2 Speziesdifferenzierung

Die héufigste Spezies war L.ivanovii mit 27 Isolaten (57,4 %), an zweiter Stelle stand
L.denitrificans mit 13 Isolaten (27,7 %) und an dritter Stelle kam L.monocytogenes mit 4
Isolaten (8,5 %). Einmal wurde L.innocua (2,1 %) isoliert. Die iibrigen zwei Isolate (4,3 %)
konnten den vier genannten Spezies nicht zugeordnet werden und wurden unter Listeria spp.
zusammengefasst (Tab. 4. 57).

Auf den TK-Oberflichen (Stanzproben) wurden L.ivanovii (23 von 36) und L.denitrificans
(11 von 36) am hiufigsten nachgewiesen, dagegen war L.monocytogenes nur am Boden des
Sammelstalls nachweisbar.

Auch die Nachweisfrequenz der Spezies war in Abhéngigkeit von den Proben unterschiedlich.
Hier wurde L.ivanovii am haufigsten auf Oberflichen (Stanzproben) gefunden, wihrend
L.ivanovii an der Fellabzugsmaschine tliberhaupt nicht gefunden wurde. L.monocytogenes
wurde nur am Boden des Sammelstalles gefunden. L.innocua wurde am seltensten und nur an

Stanzproben gefunden (Abb. 4. 3).

Tabelle 4. 57: Listeria (Spezies) an den einzelnen Probenqualititen

Probenarten | L.denitrificans* | L.innocua L.ivanovii L.monocytogenes Spezies |gesamt
Stanzen 11 1 23 1 36
Boden

Sammelstall 2 4 6

Fellabzggs- 1 1 5
maschine
Messer 1 2 3
gesamt 13 1 27 4 2 47

(%) 27,7 2,1 57,4 8,5 4,3

* L.denitrificans wurde taxonomisch neu zugeordnet (Rocourt 1988), ist hier aber in der alten
Bezeichnung belassen worden
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Yo
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= Boden Sammelstall = Schlachttechnologie B Nesser B Slanzen

Abbildung 4. 3: Nachweis unterschiedlicher Listeria Spezies in den unterschiedlichen
Probenqualititen

4.2.3  Ergebnisse der Untersuchungen auf E.coli

4.2.3.1 Konventionelle mikrobiologische Untersuchung

Von insgesamt 423 untersuchten Proben konnten in 254 Proben E.coli nachgewiesen werden
(60,1 %), davon in allen der 22 Sammelstall-Proben (100,0 %) und auch in allen der 12
Fellabzugsmaschine-Proben (100,0 %).

In 181 Proben der 320 Stanzproben wurde E.coli (56,6 %) nachgewiesen. Im Steribecken
wurde der Keim nicht gefunden (Tab. 4. 58).

Tabelle 4. 58: Auftreten von E.coli an den einzelnen Probenqualitidten

E.coli
Probenarten I
n positive Proben (%)
Stanzen 320 181 56,6
Boden Sammelstall 22 22 100,0
Ablage Tierkorper 11 9 81,8
Fellabzugsmaschine 12 12 100,0
Messer 28 20 71,4
Steribecken 1 0 0,0
Tirgriff Kiihlraum 7 5 71,4
Wand Kiihlraum 22 5 22,7
gesamt 423 254 60,1
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Stanzproben

Insgesamt 56,6 % der untersuchten Stanzproben (181 von 320) zeigten ein positives E.coli-
Ergebnis mit einem steigenden Level von E.coli- Anzahl iiber die vier Positionen (Abb. 4. 4):
An der Position 1 ,,vor Enthdutung* zu 40,0 %, an der Position 2 ,,nach Enthdutung* zu 47,5
%, nach der Evisceration zu 66,3 % und im Kiihlraum zu 72,5 %. Insgesamt waren 56,6 % der

Proben positiv.
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Angzahl pos.Proben E.coli

Abbildung 4. 4: Anzahl der positiven Stanzproben von E.coli je Beprobungsposition am
Tierkorper (je Position: n = 80)

4.2.3.2 Differenzierung der Isolate mittels PCR
Von den insgesamt 423 Proben waren 254 E.coli- positiv (konventionelle Methode). 254

untersuchte positive Isolate wurden auch mittels PCR gepriift, davon waren 244 E.coli positiv

(96,1%) und 10 mittels PCR negativ (3,5 %) (Tab. 4. 59).
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Tabelle 4. 59: E.coli Nachweise mittels PCR und Vergleich mit der konventionellen Methode

_ Zahl der PCR-Ergebnisse
Probenqualitit n kony gntloneller untersuchten .. )
positive Proben Isolate Positive (%) negativ

Stanzen 320 181 181 175 96,7 6
Boden Sammelstall | 22 22 22 19 86,4 3
Ablage TK 11 9 9 9 100,0 -
Fellabzugsmaschine | 12 12 12 12 100,0 -
Messer 28 20 20 20 100,0 -
Steribecken 1 0 - - - -
Tiirgriff Kiithlraum 7 5 5 4 80,0 1
Wand Kiihlraum 22 5 5 5 100,0 -

gesamt 423 254 254 244 96,1 10

n: Zahl der Proben

4.2.4

Ergebnisse der Untersuchungen auf Yersinia

Die Untersuchungen auf Yersinien ergaben ein negatives Ergebnis (Tab. 4. 60).

Tabelle 4. 60: Auftreten von Yersinia an den einzelnen Probenqualitéten

Probenarten Yersinia —
n Positive Proben

Stanzen 320 0
Boden Sammelstall 22 0
Ablage Tierkorper 11 0
Fellabzugsmaschine 12 0
Messer 28 0
Steribecken 1 0
Tiirgriff Kiihlraum 7 0
Wand Kiihlraum 22 0
gesamt 423 0

n: Zahl der Proben
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4.2.5 Ergebnisse der Untersuchungen auf Salmonella

Die Untersuchungen auf Salmonellen ergaben ein negatives Ergebnis (Tab. 4. 61).

Tabelle 4. 61: Auftreten von Salmonella an den einzelnen Probenqualitéten

Probenarten Salmonella —
n Positive Proben

Stanzen 320 0
Boden Sammelstall 22 0
Ablage Tierkorper 11 0
Fellabzugsmaschine 12 0
Messer 28 0
Steribecken 0
Tiirgriff Kiihlraum 7 0
Wand Kiihlraum 22 0
gesamt 423 0

n: Zahl der Proben
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5 Diskussion

5.1 Der Schlachtbetrieb

5.1.1 Technologie und Hygiene

Die Beprobung im Schlachtbetrieb erfolgte nach Elektrobetdubung und Blutentzug an den
folgenden Stationen:

beim Entvliesen

nach dem Entvliesen

nach der Eviszeration

in der Kiihlung

Nach der Eviszeration und bevor die Karkassen in den Kiihlraum iiberfiihrt werden, wurden
die Karkassen kurz mit Wasser gewaschen, die Methode ist bei verschiedenen Autoren
beschrieben, um die GKZ zu reduzieren (PHEBUS et al. 1997; DORSA et al. 1996; PRASAI
et al. 1995). Auch das Waschen nach der Evisceration mit Wasser von 74 °C oder mehr ist
eine effiziente Methode zur Hygienisierung von Schlachtkdrpern, insbesondere in Bezug auf
E.coli O157:H7 (BOSILEVAC et al. 2006; CASTILLO et al. 1998). Auch Dampf wurde
(DORSA et al. 1996) beschrieben, die Methode reduzierte in einem norwegischen
Schlachtbetrieb die GKZ bis auf log 1,1 KbE / cm® nach der Kiihlung (LARSEN et al. 2009).
Die groBte Gefahr der Ubertragung von Keimen auf die Oberfliche der Karkassen kommt
vom Vlies. Die Sauberkeit des Vlieses ist ein wichtiger Aspekt in der Hygiene der
Schaffleischgewinnung. Nach BISS und HATHAWAY (1995) beeinflusst der
Sauberkeitszustand der lebenden Tiere die mikrobiologische Beschaffenheit des Vlieses und
damit die Belastung des ausgeschlachteten Tierkorpers, Tierkdrper von Schafen mit langem
Vlies wiesen einen héheren Keimgehalt auf (4,63 KbE/ cm?) , insbesondere wenn das Vlies
gewaschen wurde und feucht blieb. Der Vlies- Status der Limmer wurde als Hauptfaktor zur
mikrobiologischen Qualitit der Karkassen angesehen, insbesondere am Ende des
Schlachtprozesses (Kiihlung). Dies stellten auch BISS und HATHAWAY (1996) fest: Das
Waschen der Tiere vor der Schlachtung erhohte die GKZ und die E.coli- Zahl. Ein
schmutziges Vlies spielte eine groe Rolle in Kontaminationsgrad und Hygiene-Zustand, bei
schmuzigen Schafen waren die Enterobacteriaceae- und Coliformenzahlen hoher als bei
sauberen Schafen (BYRNE et al. 2007).

Karkassen von Schafen mit kurzem Vlies waren weniger kontaminiert als Schafe mit langem

Vlies (HOLDER und HADLEY 1996).

124



Diskussion

Direkter Kontakt zwischen den Karkassen beeinflusste den Kontaminationsgrad, eine
Verhinderung dieses Kontaktes reduzierte die Kontamination der Karkassen mit Fékalien
(GARCIA et al. 2010). WHYTE et al. (2002) fanden, dass die weitestgehende Reduzierung
der sichbaren und mikrobiologischen Kontamination erzielt wurde, wenn kein Kontakt

zwischen Handen und Karkassen wihrend der Enthdutung auftrat.

5.2 Bedeutung der GKZ und der Enterobacteriaceae

Unter dem Begriff ,,Gesamtkeimzahl* versteht man alle lebenden Mikroorganismen in einer
definierten Menge an Probenmaterial (SCHLEGEL 2005). Sie dient dazu, den
mikrobiologischen Status eines Produktes zu ermitteln, ohne jedoch eine konkrete
Differenzierung dieser Mikroflora vorzunehmen (PRANDL 1988). Desweiteren gibt sie die
Anzahl aerober, ,lebensfahiger Mikroorganismen in einer bestimmten Probenmenge® an
(SCHMIDHOFER 1988). Jedoch gibt diese Methode keine Auskunft iiber die
Zusammensetzung der einzelnen Genera und Spezies der Mikroorganismen im Lebensmittel
(MARRIOTT 1992). Laut FEHLHABER (1992) gilt, dass, je hoher die Gesamtkeimzahl ist,
es umso wahrscheinlicher wird, dass pathogene Mikroorganismen, toxische mikrobielle
Stoffwechselprodukte und Verderbniserreger vorkommen. AuBlerdem besteht bei hoher
Gesamtkeimzahl der Verdacht auf Hygienemingel bzw. Herstellungsfehler. Die Beurteilung
anhand der Gesamtkeimzahl muss unter Beriicksichtigung der Art und Herstellungsweise des
Lebensmittels erfolgen. So sind z. B. bei Rohwurst Werte zwischen 10° und 10" KbE/g
durchaus akzeptabel (FEHLHABER 1992). Nach SINELL (1985 und 2004) ist die
Gesamtkeimzahl im Rohwurst ab einer Konzentrationvon 10° KbE/g als erhoht anzusehen
und kann in diesem Fall ein Hinweis auf mangelnde Hygiene im gesamten
Fleischgewinnungs- und Verarbeitungsprozess sein.

Derartige Zahlen sind jedoch fiir das Ergebnis ,,frische Fleisch® nicht vertretbar.

Enterobacteriaceae befinden sich im Darmkanal von Mensch und Tier, einige Gattungen
findet man auch auf Pflanzen, im Erdboden und in Gewissern. Die Familie der
Enterobacteriaceae umfasst zahlreiche verschiedene Gattungen, darunter Escherichia,
Salmonella, Klebsiella, Proteus, Citrobacter, Shigella, Yersinia und Enterobacter als die
wichtigsten Vertreter ( BAUMGART et al. 1993; ROLLE und MAYR 1993; SINELL 2004).

Enterobacteriaceae gehdren zu den Mikroorganismen, die Lebensmittel negativ beeinflussen.
Sie sind am Verderb von Lebensmitteln beteiligt und verursachen beispielsweise eine

schmierig-schleimige Oberfliche, graugriinliche Farbverdnderungen sowie fauligen Geruch
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und Geschmack (SCHREITER 1981). Sie werden auBlerdem als Umweltindikatoren

herangezogen.

53 Bedeutung der untersuchten Zoonoseerreger

5.3.1 Thermophile Campylobacter

Campylobacter ist der hdufigste Grund fiir Magen-Darm-Infektionen beim Menschen
(MILLER und MANDRELL 2005; BUZBY et al. 1997 und ADAK et al. 2005). Dabei sind
90 % der Campylobacter- bedingten Erkrankungen durch C.jejuni und der Rest durch C.coli
bedingt (GILLESPIE et al. 2002). In England waren 96,6 % der Campylobacter-Fille beim
Menschen bedingt durch die Lebensmittelkette, von insgesamt 1145 C.jejuni- Isolaten von
Tieren und deren Umfeld waren Gefliigel (56,5 %), Rinder (35,0 %) und Schafe (4,3 %) die
Hauptlieferanten von C.jejuni- Erkrankungen beim Menschen. Es folgten die Wildtiere mit

2,3 %, sowie 1,1 % aus der Umgebung (WILSON 2008).

5.3.2  Listeria

Listerien konnen vom Fleisch nahezu aller Tierarten kultiviert werden (JEMMI et al. 2002).
Auch iiber das Vorkommen von Listerien auf Wildtierkdrpern wird haufiger berichtet
(DEUTZ et al. 2000; HAYASHIDANI et al. 2002; PAULSEN et al. 2003; ZIEGENFUSS
2003; KORONKIEWICZ et al. 2004).

Wihrend bei schlachtfrischen Tierkorpern von einer geringen Belastung mit Listerien
auszugehen ist, kann es im Laufe der Verarbeitung der Tierkorper zu einer erheblichen
Zunahme des Listeriengehaltes kommen (OZARI und STOLLE 1990).

Listerien wurden auch in Lebensmittelketten von Schafen nachgewiesen, bei Schatherden im
Baskenland zu 14,2% (ESTEBAN et al. 2009), auf Karkassen im Schlachtbetrieb in der
Tiirkei in 5% der Proben (AKPOLAT et al. 2004) und auf Lammfleisch des Einzelhandels in
UK zu 40% (MACGOWAN et al. 1994).

5.3.3  Escherichia coli

Escherichia coli ist ein natiirlich vorkommender Keim im Darm von Voégeln und
warmbliitigen Sdugetieren. Ebenso ist er Bestandteil der Darmflora des Menschen. Bestimmte
Stamme von Escherichia coli konnen bei Tieren und Menschen schwerwiegende
Erkrankungen hervorrufen. Die Bedeutung von Escherichia coli als Verursacher von
Infektionen des Menschen ist seit den 1920er Jahren bekannt. E.coli spielt als haufigster

Verursacher von bakteriellen Harnwegsinfektionen eine wichtige Rolle (BfR 2012).
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STEC und EHEC konnen blutige Durchfallerkrankungen und das Hamolytisch-Urdmische
Syndrom verursachen. Sie kommen natiirlicherweise im Darm von Rindern, Schafen und
Ziegen vor. Bei der Lebensmittelproduktion sind besonders tierische Lebensmittel wie
Fleisch- und Milchprodukte gefahrdet, mit STEC/EHEC- Keimen verunreinigt zu werden.
Auch die direkte Ubertragung vom Tier auf den Menschen und von Mensch zu Mensch spielt
eine wichtige Rolle bei der Verbreitung von STEC/EHEC-Infektionen (BfR 2012).

Im Jahr 2011 kam es in Deutschland zu einem grolen EHEC-Ausbruch aufgrund von mit
EHEC- Keimen verunreinigten Bockshornkleesamen, die in der Sprossenproduktion

eingesetzt wurden (BfR 2012).

5.3.4  Yersinia enterocolitica

In Deutschland sind im Jahr 2002 weit {iber 7400 Menschen an einer Infektion mit Yersinia
enterocolitica erkrankt. Das Bakterium belegt damit Platz 3 aller meldepflichtigen
bakteriellen Darminfektionen des Menschen hinter Salmonella und Campylobacter in
Deutschland (RKI 2004). Als Hauptinfektionsquelle bei Yersiniosen gilt rohes oder
ungeniigend erhitztes Schweinefleisch (TAUXE et al. 1987). Dies unterstreicht die Bedeutung

von Yersinia enterocolitica als ,,food-borne-pathogen*.

5.3.5 Salmonella

Bakterien der Gattung Salmonella sind in der Natur weit verbreitet, sie werden bei vielen kalt-
und warmbliitigen Tieren in allen Erdteilen nachgewiesen. Sie sind heute in vielen Lindern
der Welt eine von den wichtigsten bakteriellen Durchfallerregern bei Menschen. Sie werden
haufig von Tieren, besonders durch tierische Lebensmittel, auf Menschen {ibertragen. In
Deutschland gehort die Salmonellose neben den akuten Atemwegserkrankungen zu den
hiufigsten Infektionskrankheiten {iberhaupt. Der Anteil der gemeldeten Krankheitsfille wird
jedoch nur auf 10 bis 20 % der tatsdchlichen Erkrankungen geschitzt (BfR 2012). In den
letzten Jahren konnten 90 % der lebensmittelbedingten Infektionen auf Salmonellen
zurlickgefiihrt werden. Besonders begiinstigt wird die Verbreitung von Salmonellen durch
eine mangelhafte Kiihlung von Lebensmitteln (BfR 2012). Dadurch kann speziell im Sommer
durch rapide Vermehrung der Bakterien in Lebensmitteln rasch eine kritische Infektionsdosis
erreicht werden (BfR 2012).

Die meisten der iiber 2.500 Serovaren konnen bei Menschen und allen Tierarten vorkommen.

Einige Serovaren, wie S.Typhi, S.Paratyphi, aber auch S.Gallinarum und S.Dublin sind
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wirtsspezifisch und typischerweise nur bei Menschen bzw. Hithnern und Rindern zu finden

(BfR 2012).

54 Beprobung und Nachweistechniken

5.4.1 Das Probenmaterial

5.4.1.1 In den Bestinden

Die Tiere stammten aus unterschiedlichen Bestdnden in Brandenburg.

Innerhalb dieser Untersuchung wurden 321 Proben auch in der Haltung gewonnen
(MEEYAM 2010). Ebenfalls am Schlachtbetrieb wurden Vlies-, Lymphknoten- und
Kotproben entnommen, die jedoch zu den Bestinden gerechnet wurden, weil sie eine Aussage
iber die Tiere des Bestandes zulassen.

Die Lymphknoten des Magen-Darm-Traktes spielen eine zentrale Rolle bei der Abwehr von
Mikroorganismen, die im Begriff sind, in die Darmwand einzudringen.

Die 321 Proben wurden aus 10 unterschiedlichen Schafbestinden unterschiedlicher Art
gewonnen (Trankwasser, Futter, Tretmist, Klauenabstriche, Klauenbad, Trogabstriche,
Lecksteinabstriche und Wasserleitungs-Isolierungen), um auch Faktoren erfassen zu konnen,
die den Eintrag oder die Verbreitung von pathogenen Erregern oder die Keimflora auf einem
Schafbetrieb beeinflussen.

In Siidosten der US- Bundesstaaten wurden Kotproben und Vlies gepriift, die Proben waren
zu 9 % und 18 % E.coli O157:H7- positiv, die Salmonella-Rate in den Kotproben betrug 7 %
(EDRINGTON et al. 2009).

5.4.1.2 Im Schlachtbetrieb

Prozesspositionen

Die Proben wurden unmittelbar nach dem Einbringen der Tiere in den Schlachtbetrieb und an
vier Prozesspositionen (vor dem Entvliesen, nach dem Entvliesen, nach der Eviszeration und
im Kiihlraum) gewonnen. Zur Erfassung der Auswirkung aller Produktionsschritte wurden
nach der Eviszeration direkt vor dem Eintritt der Tierkorper in die Kiithlung zum dritten Mal
Proben entnommen, zur Einschdtzung des Kiihlungseinfliisses wurde dort eine vierte
Beprobung durchgefiihrt. In unterschiedlichen Bereichen im Schlachtbetrieb wurden auch
Umgebungsproben entnommen, um Auswirkung der Ausriistung des Schlachtbetrieb auf den
Tierkorper und umgekehrt zu erkennen.

Es ist zu beachten, dass wegen der Entfernung zwischen Probenahmeort und

Untersuchungslabor die Proben ca. 30 Minuten nach dem Eintritt in die Kithlung genommen
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wurden und somit die genannten Effekte der Kiihlung noch nicht zum Tragen kommen
konnten. Diese Position stellt somit den Status der Karkassen am Ende der Technologie dar.
Die Proben wurden in riichwirtiger Richtung zuerst im Kiihlraum entnommen, um die

Reihenfolge vom reinen zum unreinem Breich einhalten zu konnen.

Tierkorper

Die Probenentnahme erfolgte an unterschiedlichen Tierkorpern an allen Prozesspositionen
auBler der ersten Ausfahrt, wo an Prozesspositionen 3 (nach der Eviszeration) und 4 (im
Kiihlraum) die Tierkorperstellen am selben Tierkorper beprobt wurden.

Die Probenentnahme erfolgte an Hals und Brust, weil diese Stellen die stérkste
Kontamination aufweisen (ZWEIFEL 2002). Zwar sind fiir jeden Schlachtbetrieb spezifische
Kontaminationsrisiken gegeben, Hals und Brust werden jedoch zur Beprobung von
Schafschlachttierkdrpern empfohlen (ELLERBROEK et al.1993; SIERRA et al. 1995; BELL
und HATHAWAY 1996; DUFFY et al. 1999; ZWEIFEL 2002).

Die Festlegung der Probeentnahmestellen erfolgte an Schlachttierkorperstellen mit einem
erhohten Kontakt zu Oberflachen der Schlachtlinie bzw. zu Gerédten und Hinden. ROBERTS
et al. (1980) schlugen besonders belastete Korperstellen zur Beprobung vor, was durch
innerbetriebliche Untersuchungen zu ermitteln sei.

Um den mikrobiellen Ausgangsstatus der Tiere zu Beginn der Fleischgewinnung zu erfassen,
wurde die erste Probe vor dem Entvliesen genommen. Die Auswirkungen der
Enthdutungstechniken insgesamt auf den Hygienestatus wurden dann durch Probenentnahme
nach dem Entvliesen (Hals, Brust und Bauchbereich) gepriift.

Zusatzlich wurden Umgebungsproben gewonnen: vom Boden des Wartestalls vor der
Betdubebucht, vom Wand im Kiihlraum, vom Vliesabzuggeridt, vom Messer und von der
Ablage der TK nach dem Abziehen des Vlieses), um mogliche Kontaminationen durch den

Kontakt zwischen den Tierkdrpern bzw. Handen und der Schlachtausriistung zu erkennen.

5.4.2  Kiihlung des Probenmaterials

Alle Proben wurden im Kiihlraum des Schlachtbetriebes gekiihlt. Die Proben wurden danach
in einer Kiihlbox unmittelbar ins Institut transportiert und im Kiihlschrank bis zum néichsten
Tag aufbewahrt. Nach der Bearbeitung wurden alle Proben aus hygienischen Griinden im

Autoklav hitzebehandelt und ordnungsgemal entsorgt.
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Als mogliche Ursache fiir gefundene niedrigere Keimzahlwerte weisen HOLDER et al.
(1997) darauf hin, dass ihre Proben im Schlachtbetrieb gefroren wurden, wéahrend die Proben
einer anderen Arbeit gekiihlt transportiert wurden.

BAILEY et al. (2000) zeigten, dass sich die Keimzahl wéhrend einer Lagerungszeit von zwei
Wochen bei -18° C nicht verdnderte. Auch fiir Salmonellen konnten die Autoren zeigen, dass
Salmonellen iiber diesen Zeitraum bei Gefriertemperaturen von -18° C nicht signifikant
reduziert oder abgetotet werden.

Auch wurden festgestellt, dass gramnegative Bakterien allgemein tiefgefrierempfindlich sind
und dass es zu FEinbuBen kommt, jedoch nur iiber lédngere Zeitspannen (FRIES und

EGGERDING 1997).

5.4.3 Die Beprobungstechnik

5.4.3.1 Nachweis thermophiler Campylobacter

Isolierung

Die selektive Anreicherung erfolgte mittels Bolton-Bouillon (Oxoid ") nach dem Entwurf der
DIN ISO DIS 10272 (2004). Bolton- Bouillon zeigte im Vergleich mit zwei anderen
Anreicherungsmedien (Campylobacter- Anreicherungsbouillon, Preston- Bouillon) die besten
Ergebnisse hinsichtlich des Wachstums von Campylobacter und der Unterdriickung der
Begleitflora (BAYLIS et al. 2000).

Als Selektivndhrboden wurde mCCDA Oxoid  gewihlt, der fiir den Entwurf der DIN ISO
10272 von 2004 gewihlt worden war. mCCDA ist selektiver und spezieller als die
verglichenen Medien nach GHAZWAN et al. (2009).

Am Nachweisgang, wie er in der DIN vorgegeben ist, wurde geringfiigige Anderung
vorgenommen:

Zur Vorbereitung der Bestitigung von Campylobacter wurden die ausgewihlten Kolonien auf
Selektivagar nicht in 10 ml Brucella-Bouillon, wie im Entwurf DIN ISO DIS 10272 von 2004
angegeben, sondern direkt auf Blutplaten (Columbia-Agar) beimpft und in einer

mikroaeroben Atmosphére bebriitet.

Identifizierung

Die Angaben zum Verhalten von C.coli beziiglich der H,S-Bildung (DIN ISO DIS 10272
2004; SMIBERT 1994; VANDAMME und GOOSSENS 1992) sind unterschiedlich
(Tab.5.1).
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Tabelle 5. 1: C.coli und C.jejuni beziiglich der H,S- Bildung

Quelle C.coli C.jejuni
DIN ISO DIS 10272 (2004) (+) -
Smibert (1994) +
Vandamme und Goossens i
(1992)

e Konventionelle Methode

Als mogliche Schwachstelle der konventionellen Campylobacter-Diagnostik muss die
Differenzierung zwischen C.coli und Cjejuni angesehen werden. FEinziges
Unterscheidungsmerkmal zwischen C.jejuni und C.coli ist das Vermdgen von C.jejuni,
Hippurat zu hydrolysieren, welches C.coli fehlt (BOES et al. 2005).

Der Hippurattest ist jedoch fehleranfillig: Die Ergebnisse der Hippurat-Hydrolyse sind nicht
immer gut ablesbar. Auch kénnen im Falle von Mischkulturen wiederspriichliche Ergebnis
auftreten (MILLER et al. 2000).

Sensibilitdt gegeniiber Nalidixinsédure und Cefalotin zur Identifizierung und zum Vergleich
von C.lari und C.coli: Festgestellt wird eine Zunahme der Resistenz bestimmter Stimme von
C.jejuni und C.coli gegeniiber Nalidixinsdure (DIN ISO 10272-1: 2004; BOSTAN et al. 2009;
RAHIMI et al. 2010). Daher sind diese Tests mit einer eingeschrdankten Aussagekraft

verbunden, stellen jedoch zentrale Parameter dar.

e PCR-Ansatz
Vor diesem Hintergrund bietet sich die PCR an, um eine exaktere Speziesdifferenzierung zu
gewihrleisten.
Die Polymerase Chain Reaktion (PCR) gilt als alternative, schnelle und sensible
Untersuchung zur Identifizierung von C.jejuni und C.coli von Menschen und Tieren (ERTAS
et al. 2003), wobei alle konventionell identifizierten positiven C.jejuni und C.coli Isolate
(ERTAS et al. 2003) auch positiv mittels PCR waren.
In dieser Studie wurde die PCR durchgefiihrt, um das Genus Campylobacter zu bestitigen.
84,1 % der identifizierten Campylobacter-Isolate waren auch PCR-positiv.
Zur Genus-Bestitigung mittels PCR wurde eine Campylobacter-spezifische Sequenz aus der
23S rRNA nach Wang et al. (2002) verwendet, ebenso zur Identifizierung von C.jejuni und
C.coli, wihrend der Primer zur Identifizierung von C./ari von EYERS et al. (1993)
iibernommen wurde (6 Paare in einer Multiplex- PCR). Nach WANG et al. (2002) liegt die
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Empfindlichkeit der Multiplex-PCR fiir C,jejuni zwischen 10° bis 10" KbE/ ml, fir C.coli
von 10° bis 10" KbE/ ml.

5.4.3.2 Nachweis von Listeria
L.monocytogenes ist ein wichtiger zoonotischer Erreger, Lebensmittel sind Carrier fiir die
Human- Listeriose (DOYLE und BEUCHAT 2007), die Assoziation von Listeria und Schafen

ist bekannt.

Isolierung

Die selektive Anreicherung erfolgte mittels ONE Bouillon in Anlehnung an § 64 LFGB und
nach der Standardmethode ISO 11290:1995.

Als Selektivnihrboden wurde der OCLA-Agar (Oxoid®™) gewihlt. OCLA hat eine dhnliche
Zusammensetzung wie ALOA. Statt Phosphatidylinositol wird jedoch bei OCLA Sojalecithin
zugesetzt, welches das Enzym Phosphatidylcholin-Phospholipase C (PC-PLC) detektiert, hier
erscheinen auch pathogene L.ivanovii mit Hof, da auch diese PC-PLC besitzen.
L.monocytogenes bildet Phospholipasen, die das im Nihrboden enthaltene Lecithin spalten
und zu triiben Prizipitationszonen um die Kolonien fiihren.

In der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren werden als selektive Néhrboden
der OXFORD-Agar und der PALCAM-Agar angegeben (CURTIS et al. 1989). Da diese aber
eine Unterscheidung zwischen apathogenen und pathogenen Spezies allein nicht zulassen
(REISSBRODT 2004), und da fiir eine Abgrenzung der apathogenen von den pathogenen
Spezies weitere Untersuchungen nétig sind, wurde in den hier vorliegenden Untersuchungen
das Selektiv-Medium OCLA-Agar gewihlt.

WILLIS et al. (2006) stellten fest, dass OCLA eine gleichwertige Wiederfindungsrate hat wie
ALOA und dass das kostengiinstigere Sojalecithin eine passende Alternative zu
Phosphatidylinositol ist. OCLA konne daher als Alternative fiir ALOA in die

Standardmethode aufgenommen werden.

Identifizierung

Mittels biochemischer Untersuchungen wurden 4 Spezies (L.ivanovii, L.denitrificans,
L.monocytogenes und L.innocua) identifiziert, 2 von 47 Isolaten konnten keiner dieser vier
Spezies zugeordnet werden. Diese Isolate wurden unter Listeria spp. zusammengefasst.
Andere Methoden (Serotypisierung und PFGE) kdnnen weitere Informationen zur Listeria-

Epidemiologie ermdglichen (ESTEBAN et al. 2009; GIANFRANCESCHI et al. 2009).
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5.4.3.3 Nachweis von E.coli

Isolierung

Zur Isolation wurde die selektive fliissige Anreicherung Brila- Bouillon nach DIN ISO 16654
verwendet und als Selektivnihrboden der Fluorocult® ECD-Agar. Der ECD-Nahrboden
entspricht der deutsch-DIN-Norm 10110 fiir die Untersuchung von Fleisch und Lebensmitteln
und der ISO-Norm 6391 (1996) fiir die Zdhlung von FE.coli in Fleisch und
Fleischerzeugnissen.

Die Gallensalz Mischung dieses Agars hemmt weitgehend die Begleitflora, mittels
Fluoreszenz auf ECD- Agar unter UV- Licht und mittels der positiven Indol-Reaktion kann
E.coli von anderen gewachsenen Kolonien unterschieden werden. Die Kombination
Fluoreszenz mit positiver Indol- Reaktion hat eine Spezialitit von 99,2 % und eine
Sensibilitit von 85,8 % (HEIZMANN et al. 1988).

Die Mehrheit der E.coli enthdlt das Enzym B-Glucuronidase, das 4-Methylumbelliferyl-f-D-
Glucuronidase (MUG) in die Glucuron Séure und Methylumbelliferon spaltet.
Methylumbelliferon fluoresziert unter UV-Licht. Diese Reaktion [-D-Glucuronidase-
identifizierte zu 61,1 % VTEC (BEUTIN et al. 1994): E.coli O157:H7 ist nicht B-D-
Glucuronidase -aktiv (FENG und LAMPEL 1994; MONDAY et al. 2001). Diese Serovar

kann somit hier unterrepriasentiert sein.

5.4.3.4 Nachweis von Yersinia enterocolitica

Isolierung

Nach DIN ISO 10273 (2003) wurde die OSSMER- Bouillon (WAUTERS 1973;
SCHIEMANN 1979) als fliissige Anreicherung verwendet. Diese Untersuchungsmethode und
die Anreicherungszeit waren nicht optimal zur Identifizierung von pathogenen
Y.enterocolitica beim Schwein (Tonsillen) (VAN DAMME et al. 2010). Im Vergleich dazu
ergab die Reduzierung der Bebriitungszeit von 5 auf 2 Tage in PSB- Bouillon ein besseres
Ergebnis bei Proben vom Schwein (VAN DAMME et al. 2010).

In der OSSMER-Bouillon sind die antibiotischen Substanzen Irgasan und Bacitracin
enthalten. Beide Substanzen hemmen das Wachstum von stérenden Begleitkeimen und
unterstiitzen die Vermehrung von Yersinia enterocolitica. Nach der Bebriitung wurde KOH
als alkalische Behandlung verwendet, um die storende Begleitflora weiter zu reduzieren,
Y.enterocolitica- Stimme zeigen mehr Toleranz gegeniiber alkalischen Losung als andere

grammnegative Bakterien (AULISIO et al. 1980).
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Als Selektivnahrboden wurde CIN-Agar gewihlt. Der CIN-Agar wirkt durch Zusatz von
Antibiotika (Cefsulodin, Irgasan und Novobiocin) hemmend auf das Wachstum von
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae sowie Proteus mirabilis.
Durch die Fermentation von Mannit bilden Yersinia-Stimme Kolonien mit einem
himbeerroten Zentrum, umgeben von einer klaren Randzone (SCHIEMANN 1979).

Die Wirksamkeit der Anreicherungsverfahren hiangt ab von den Serotypen von Yersinia spp.
und von dem untersuchten Lebensmitteltyp, deshalb konnte die Verwendung verschiedener

Anreicherungsmedien und Néahrbdden ein hohere Ergebnisquote erzielen (DE BOER 1992).

5.4.3.5 Nachweis von Salmonella

Diese Untersuchung wurde nach DIN ISO 6579:2002 durchgefiihrt. Fiir die selektive
Anreicherung wurden die Kombination RV-Medium und Tetrathionat-Bouillon eingesetzt.
Das RV- Medium ist in § 64 LFGB vorgeschrieben und erbringt hohe Nachweisraten
(ATANASSOVA et al. 1998; MULLER et al. 1997; WICHMANN-SCHAUER et al. 2000).
Die Tetrathionat- Bouillon erbrachte hohere Nachweisraten als die Selenit-Cystin- Bouillon
(MULLER et al. 1997).

Die Wahl der Differenzialnédhrbdden fiel auf den in § 64 LFGB vorgeschriebenen BPLS-Agar
sowie den Rambach®- Agar (Merck). Der Rambach®- Agar gilt als zuverldssiges und
selektives Diagnostikmedium zur Identifizierung von Salmonella Spezies (GARRICK und
SMITH 1994; CARRIQUE-MAS et al. 2009) und wurde aufgrund der in der Literatur
beschrieben guten Ergebnisse ausgewihlt (ATANASSOVA et al. 1998; MULLER et al.
1997; WEBER und WACOWITZ 1994; WICHMANN-SCHAUER et al. 2000).

Der Rambach®- Agar ist effektiver als der Xylose-Lysine-Desoxycholate (XLD)-Agar (EL-
SHERIF und ELMOSSALAMI 1998).

Mittels des gleichen Verfahrens (Voranreicherung und Anreicherung) fand sich Salmonella
abortus ovis bei Schafaborten in Keimzahlen von 6,5 x 10° bis 6,5 x 10* KbE/g (STING et al.
1997).

5.5 Die Ergebnisse

5.5.1 Quantitative Analysen

5.5.1.1 Aerobe Gesamtkeimzahl (GKZ)

In dieser Studie lagen die Keimgehalte ohne Beriicksichtigung der Prozessposition, jedoch in
Abhéngigkeit von der Ausfahrt, an Hals, Brust und Bauch zwischen log;o 3 und logo 4,

wihrend an der Keule Werte zwischen log; 2 und log;o 4 und an dem Vorderbein zwischen
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logip 1 und log;y 4 festgestellt wurden. In einzelnen reichten die GKZ- Werte von 1,70
KbE/cm® am Vorderbein bis zu 4,84 KbE/cm? an der Brust (Tabelle 4. 1).

Der hochste Mittelwert der GKZ lag im Durchschnitt aller Prozesspositionen am Bauch bei
log 4,31 KbE/cm” und der niedrigste am Vorderbein und an der Keule bei log 3,31 KbE/cm®
(Tab. 4. 2).

In Abhéngigkeit von der beprobten Tierkorperstelle und der Prozessposition reichten die
Werte (;() von 2,78 KbE / cm” (Keule an Prozessposition 2) bis zu 4,45 KbE / cm” (Bauch an
Prozessposition 4). Der hochste Durchschnittswert (;() fand sich an der Prozessposition 4 in
der Kiihlung (;( = 4,10 KbE / cm®) und der niedrigste an der Prozessposition 2 nach dem

Entvliesen (X = 3,83 KbE / cm?) (Tab. 5. 2).

Tabelle 5. 2: GKZ in Abhdngigkeit von beprobter Tierkdrperstelle und Prozessposition (in log
KbE / cm?)

g Hals Brust Bauch Vorderbein” Keule™ o
k= - - - - - —
£l n X S n X S n X S n X S n X S (X)
118 | 3,73 | 1,30 18 426 | 091 | 18 | 426 | 0,68 | 18 | 3,31 | 1,15 - - - 3,89
2118 | 3,96 | 1,42 18 430 | 1,19 | 18 | 426 | 1,18 - - - 18 | 2,78 | 1,12 | 3,83
31181(3,79 [ 0,75 | 18 | 422 | 041 | 18 | 427 | 066 | - | - - | 183521077 | 3,95
4118 (3,80 (0,69 | 18 | 433 | 056 | 18 | 445|053 | - | - - | 183,64 10,70 | 4,10

" Vorderbein: an Positionen 2, 3 und 4 nicht beprobt
" Keule: an Position 1 nicht beprobt
n: Zahl der Proben, x: Durchschnitt der GKZ, s: Standardabweichung, -: Keine Beprobung

Ohne Bertiicksichtigung der Prozesspositionen wurde ein signifikanter Unterschied zwischen
den Tierkorperstellen Brust und Vorderbein (p = 0,000) festgestellt. Dieser war hoher als der
Unterschied zwischen den anderen Tierkorperstellen (Tab. 4. 3).

Innerhalb der Prozessposition: Beim Entvliesen (Position 1) zeigte sich ein signifikanter
Unterschied zwischen Bauch und Vorderbein (p = 0,005) im Vergleich zu anderen
Tierkorperstellen (Tab. 4. 7).

Nach Beendigung des Entvliesens (Position 2) wurde ein signifikanter Unterschied nur

zwischen Hals und Keule (p = 0,009) ermittelt (Tab. 4. 10).
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Nach der Evisceration (Position 3) konnte ein signifikanter Unterschied zwischen Brust und
Keule (p = 0,002) ermittelt werden, der hoher war als der Unterschied zwischen anderen
Tierkorperstellen (Tab. 4. 13).

In der Kiihlung (Position 4) errechnete sich der hochste signifikante Unterschied zwischen
Bauch und Keule (p = 0,000) (Tab. 4. 16).

Zwischen den Prozesspositionen gab es keinen signifikanten Unterschied (p = 0,488, Tab. 4.

22).

Vergleich mit den Literaturangaben

BISS und HATHAWAY (1998) fanden die hochste Werte nach dem Entvliesen (Position 2)
bei log 4,66 KbE/cm?, wihrend sich der hchste Durchschnittswert (4,10 KbE/cm?) in dieser
Untersuchung an Position 4 (Kiihlraum) fand.

Ansteigende Werte im Ablauf weisen auf technisch-hygienische Miangel hin (HAUGE et al.
2011). Vor der Kiihlung wurde eine GKZ von log 5,55 KbE/cm® (im Durchschnitt von Brust
und Keule) gefunden (HAUGE et al. 2011). Dies ist hoher als in der eigenen Untersuchung.
Diese Untersuchung ergab nach dem Entvliesen einen signifikanten Unterschied zwischen
Hals und Keule von p = 0,009. Im Vergleich dazu gab es in der Literatur wihrend des
Entvliesens einen signifikanten Unterschied zwischen den Tierkdrperstellen von p < 0,01
(GILL et al. 2000).

In dieser Untersuchung stieg die GKZ an der Brust und am Bauch bis zur letzten Prozessstufe
auf 4,33 KbE/cm? bzw. 4,45 KbE/cm® an (Tab. 5.2), in der Literatur stiegen die Werte an der
Hiifte bis zur letzten Prozessstufe an (log 3,49 KbE/cm?) (BISS und HATHAWAY 1998), an
Keule, Flanke und Brust lagen sie (im Durchschnitt) bei log 2,80 KbE/cm® (SUMNER et al.
2003), somit niedriger als die Ergebnisse in dieser Untersuchung. GILL et al. (1999) fanden
an drei Probenahmestellen an allen Prozesspositionen dhnliche GKZ-Werte (an der Schulter
bei log 4,54 KbE/cm?, an der Lende bei 4,48 KbE/cm” und am Bein bei 4,62 KbE/cmz), €s
gab keinen signifikaten Unterschied zwischen den Tierkorperstellen (p > 0,05).

In der Literatur lag der hochste Mittelwert (Einzelwerte) bei log 3,8 KbE/cm” an der Brust,
der niedrigste Wert lag bei log 2,5 KbE/cm® an der Schulter (ZWEIFEL und STEPHAN
2003), die hier vorgelegten Untersuchungen ergaben als hochsten Mitterwert eine GKZ von
log 4,34 KbE/cm® am Bauch und den niedrigsten am Vorderbein (log 3,20 KbE/cm?)
(Tab.4.1).
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5.5.1.2 Enterobacteriaceae

Von insgesamt 320 Stanzproben waren 110 (34,4 %) Enterobacteriaceae-positiv. Die Werte

(;() reichten ohne Berlicksichtigung der Prozessposition und in Abhéngigkeit von der
Ausfahrt von < 1,40 KbE / cm’ an allen Tierkorperstellen bis zu 2,46 KbE /em* am Bauch
(Tab. 4. 25). Die Werte lagen im Allgemeinen zwischen logjo 1 und log; 2.

Ohne Berticksichtigung der Prozessposition lag der hochste Mittelwert am Bauch bei log 1,73
KbE/cm” und der niedrigste am Vorderbein bei log 1,40 KbE / cm” (Tab. 4. 26).

In Abhéngigkeit von der beprobten Tierkorperstelle und der Prozessposition reichten die
Werte (;() von < 1,40 KbE / cm?® (Vorderbein und Keule) bis zu 1,85 KbE / cm” (Bauch). In
Abhingigkeit von der Prozessposition fand sich der hochste Durchschnittswert (;() im
Kiihlraum (Prozessposition 4, X = 1,70 KbE / cm?) und der niedrigste beim Entvliesen

(Prozessposition 1, X = 1,50 KbE / cm?) (Tab. 5. 3).

Tabelle 5. 3: Enterobacteriaceae in Abhidngigkeit von beprobter Tierkorperstelle und
Prozessposition (in log KbE / cm?)

8 Hals Brust Bauch Vorderbein" Keule™ o
k= - - - - - e
ol n| x s [ n| x s | n| x s | n| x s | n| x s | (X
1] 18 | 1,41 | 0,14 | 18 | 1,61 | 035 | 18 | 1,58 | 037 | 18 | 1,40 | 0,00 | - | - . 1,5
2018 | 1,54 030 | 18| 1,62 028 | 18| 185|074 | - | - - [ 18] 1,40 | 0,00 | 1,6
3118 1,52 024 | 181,56 | 033 [ 18| 1,74 | 041 | - | - - 1181541036 16
4018 1,78 | 044 | 18 | 1,69 | 040 | 18 | 1,73 | 033 | - | - - 1181581031 1,7

" Vorderbein: an Positionen: 2, 3 und 4 nicht beprobt
" Keule: an Position 1 nicht beprobt
n: Zahl der Proben, x: Durchschnitt der GKZ, s: Standardabweichung, -: keine Beprobung

Ohne Beriicksichtigung der Prozesspositionen wurde ein signifikanter Unterschied zwischen
Bauch und Keule (p = 0,004) festgestellt, der hoher war als der Unterschied zwischen den
anderen Tierkorperstellen (Tab. 4. 27).

Innerhalb der Prozessposition: Beim Entvliesen zeigte sich ein signifikanter Unterschied
zwischen Brust und Vorderbein (p = 0,018), der hoher war als der Unterschied zwischen
anderen Tierkorperstellen (Tab. 4. 31).

Nach dem Entvliesen (Prozessposition 2) konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den

Tierkorperstellen Brust und Keule (p = 0,003) ermittelt werden im Vergleich zu anderen
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Tierkorperstellen (Tab. 4. 34). Dagegen wurde nach der Evisceration und in der Kiihlung
(Prozesspositionen 3 und 4) kein signifikanter Unterschied zwischen den Tierkorperstellen
ermittelt (Tab. 4. 37 und 4. 39).

Zwischen den Prozesspositionen gab es einen signifikanten Unterschied von p = 0,024 (Tab.

4. 44).

Vergleich mit den Literaturangaben

In der Literatur wurden Werte von < 1 logo KbE/cm? festgestellt (SIERRA et al. 1995b), in
dieser Untersuchung lagen die Werte im Allgemeinen hoher, allerdings auch nur zwischen
logio 1 und log; 2.

In einer anderen Studie lag die Zahl der Enterobacteriaceaec im Kiihlraum (24 h nach der
Kiihlung) bei 1,94 KbE/cm?® (im Durchschnitt von Brust und Keule) (HAUGE et al. 2011), in
der vorliegende Studie lag der hochste Durchschnittswert niedriger (log 1,70 KbE/cm® im
Kiihlraum).

SIERRA et al. (1997) ermittelten einen signifikanten Unterschied nach der Eviszeration
zwischen den Tierkorperstellen (Hals, Bein und Flanke) (p < 0,001), wéahrend in dieser Studie
nach der Evisceration kein signifikanter Unetrschied zwischen den Tierkorperstellen ermittelt
werden konnte.

Von insgesamt 320 Stanzproben waren hier 110 (34,4 %) Enterobacteriaceae-positiv.
ZWEIFEL und STEPHAN (2003) fanden einen Prozentsatz von 42,2 % an der Brust und

2,6 % an den Hinterbeinen.

Die VO (EG) Nr. 1441/2007

Die Ergebnisse dieser Studie liegen in dem Rahmen, der durch die VO (EG) Nr. 1441/2007
festgelegt ist.

Gesamtkeimzahl

Insgesamt wurden 320 Proben auf Gesamtkeimzahl und Enterobacteriaceae gepriift. Im
Allgemeinen lag der Mittelwert der GKZ im Durchschnitt bei log 3,8 KbE/ cm” (Tab. 4. 1).
Nach der VO (EG) Nr. 1441/2007 zur Bewertung mikrobiologischer Ergebnisse liegen die
Grenzwerte zwischen log 3,5 KbE/cm? und 5,0 KbE/cm® (Tab. 5. 4 und Tab. 5. 5). Die hier
erarbeiteten Ergebnisse waren somit akzeptabel, weil sie zwischen den Minimal- und

Maximal- Grenzwerten (3,5 < 3,8 < 5,0) liegen.
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Enterobacteriaceae

Im Allgemeinen lag der Mittelwert fiir Enterobacteriaceae im Durchschnitt bei log 1,58
KbE/cm® (Tab. 4. 25). Die Grenzwerte der Enterobacteriaceae nach der VO (EG) Nr.
1441/2007 liegen zwischen 1,5 KbE/cm® und 2,5 KbE/cm® (Tab. 5. 4 und Tab. 5.5). Die
Ergebnisse in dieser Studie zeigten auch hier einen akzeptablen Wert, weil sie zwischen den

Minimal- und Maximal- Grenzwerten (1,5 < 1,58 <2,5) liegen.

Tabelle 5. 4: Mikrobiologische Kriterien fiir Fleisch und Fleischerzeugnisse

- & ° o g = £ 2
2o E Grenzwerte S 4o < 3 5 _ gn.a
ES| 25 258 | £5- ESSE
29| 52 S5 ok 52
52 S E =& B g g o0 Egg &

= = [} = = 2 M|
22| 2 m M Z&E 2z Eh -
— p g 53

o Schlacht- Verbesserungen in

) O — .

5 2 | 8 5| 3,5log KbE/em® 5,0 KbE/cm® Kbrper nach der
< 5 |8 &N . . ISO dem Schlachthygiene
£ % | & o g | tagesdurchschnitt- | tagesdurchschnitt- . - S
g |8 2= : : 4833 Zurichten, und Uberpriifung
-2 | < g & | licher Log-Wert licher Log-Wert

§ g aber vor dem der

> g Kiihlen Prozesskontrolle
§ & L Schlacht- Verbesserungen in
RS = .
ﬁ :1 5 o 1,5 log KbE/cm? 2,5 KbE/cm? korper nach der .

5 & ® . . ISO dem Schlachthygiene
8< < O | tagesdurchschnitt- | tagesdurchschnitt- 21528-2 Zurichten und Uberprisfun
5 < g © licher Log-Wert licher Log-Wert ’ P &
R A = aber vor dem der

= Kiihlen Prozesskontrolle

m: Minimum, M: Maximum

Tabelle 5. 5: Bewertung der mikrobiologischen Ergebnisse (Verordnung (EG) Nr. 1441/2007)

Bereich (KbE/cm?) befriedigend akzeptabel unbefriedigend
Gesamtkeimzahl (GKZ) <3,5log 3,5-5,0log > 5,0 log
Enterobacteriacae (EB) <1,5log 1,5-2,5log > 3,0 log

Die vorgegebenen Grenzwerte aus der Verordnung (EG) Nr. 1441/2007 beziehen sich auf den
Schlachtkorper nach dem Zurichten, aber vor dem Kiihlen. Die ermittelten Ergebnisse nach
der Evisceration konnen somit mit diesen Werten verglichen wurden. Die hier aufgefiihrten
Durchschnittswerte von GKZ und Enterobacteriaceae liegen im befriedigenden und

akzeptablen Bereich.
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5.5.1.3 Escherichia coli

Konventionelle Technik

In dieser Studie wurde in 60,1 % der Proben E.coli nachgewiesen. Der Nachweis gelang fast
in allen Probenqualititen: In 100,0 % der Sammelstall-Bodenproben und der
Fellabzugsmaschinen-Proben, in 81,8 % der Schafablage-Proben und in 71,4 % der Messer-
und Tirgriff- Proben im Kiihlraum (Tab. 4. 58).

Molekularbiologische Technik

Die konventionelle Identifizierung von E.coli wurde mittels molekularbiologischer
Untersuchung (PCR) tiberpriift, 96,1 % der E.coli Isolate waren PCR- positiv mit dem Gen
uspA (,,universal stress Protein A*“ nach OSEK et al. 2000). Eingesetzt wurden die Primer Ec1
und Ec2 (Tab. 3. 12). In 3,9 % (10 von 254 Isolaten) gelang eine Bestitigung der Diagnose-
E.coli nicht.

Bestinde

Mittels der konventionellen Methodik wurde E.coli in verschiedenen Probenqualitit
(MEEYAM 2010) gefunden: die hochste Rate fand sich in Kotproben 97,1 % (68 von 70), im
Vlies waren 86,7 % (26 von 30) und in Lymphknoten 25,9 % (22 von 85) der Proben positiv.
In der Untersuchung von MEEYAM (2010) waren 94,7 % der untersuchten E.coli- Isolate
(Bestidnd) PCR-positiv.

Vergleich mit den Literaturangaben

Hygiene Indikatur

In dieser Untersuchung erfolgte keine Priifung auf Pathogenitét, hier war E.coli als Umfeld-
und Hygieneparameter gefragt. E.coli stieg im Verlauf der Fleischgewinnung an: von Position
1 (vor der Enthdutung mit 40,0 %), auf Position 2 (nach der Enthdutung mit 47,5 %), iiber
Position 3 (nach der Eviszeration, 66,3 %) auf Position 4 (im Kiihlraum) mit 72,5 %. 75 %
der gekiihlten Schafkarkassen waren E.coli- positiv (VANDERLINDE et al. 1999) und der
Mittelwert der E.coli- Zahl lag bei log 0,70 KbE/cm® auf Schafkarkassen im Kiihlraum
(DUFFY et al. 2001).

E.coli mit Pathogenititspotential

E.coli O157 wurde im Wartestall in 2,2 % der Proben (SMALL et al. 2002), VTEC O157 in
Darmproben in 0,7% der Proben (MILNES et al. 2008) gefunden.

In der Literatur lag die Prévalenz von E.coli O157:H7 vor der Eviszeration bei 1,6 % und von
non-O157 STEC bei 78,6 % (KALCHAYANAND et al. 2007). Nach der Eviszeration lag
E.coli O157:H7 bei 2,9 % und non-O157 STEC bei bis zu 81,6 % (KALCHAYANAND et al.
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2007), E.coli O157:H7 fand sich zu 1,5 % vor der Kiithlung und zu 1 % nach der Kiihlung
(LENAHAN et al. 2007). Auf Enteropathogenen-E.coli fokussierte Studien aus dem Siidosten
der USA (EDRINGTON et al. 2009) fanden 9 % der Kot- und 18 % der Vliesproben E.coli
O157:H7 positiv.

Vergleich der Techniken (konventionell und molekularbiologisch):

Die konventionelle und molekularbiologische Methodik ergaben eine Ubereinstimmung von
96,1 % (244/254) bei beiden Methoden. Bei 3,94 % (10/254) der Isolate ergab sich ein
unterschiedliches Ergebnis: Hier wurde die konventionelle Diagnose mittels PCR nicht

bestétigt.

Vergleich der Techniken (Enterobacteriaceae und E.coli):

Der hohere prozentuale Anteil von FE.coli-Nachweisen kann begriindet werden mit dem
eingesetzten Anreicherungsverfahren fiir £.coli: Die Nachweisgrenze fir E.coli lag niedriger
als diejenige fiir die Gesamtfamilie der Enterobacteriaceae.

Nachweisgrenze Stanzproben fiir Enterobacteriaceae:

Bei einer Analysefliche von 10 cm® fiir die Stanzproben und einer aufnehmenden
Orginalfliissigkeit von 50 ml lag die finale Nachweisgrenze bei 500 KbE/cm® fiir die

Gesamtfamilie der Enterobacteriaceae.

Nachweisgrenze Kompressen fiir Enterobacteriaceae:

Bei einer Analysefliche von 100 ¢cm® fiir Flichenanalysen und bei einer aufnehmenden
Orginalfliissigkeit von 100 ml lag die finale Nachweisgrenze bei 100 KbE/cm® fiir die

Gesamtfamilie der Enterobacteriaceae.

Nachweisgrenze fiir den qualitativen Nachweis von E.coli:

Im Gegensatz zu quantitativen Verfahren, bei denen im Titerverfahren auf die Menge
analysiert wird, basiert ein qualitatives Verfahren auf einer Anreicherung eines grundséitzlich

vorhandenen Taxons.
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5.5.2  Qualitative Analysen

5.5.2.1 Thermophile Campylobacter

Ergebnisse der konventionellen Technik

20,1 % aller Proben waren Campylobacter positiv, eine hohe Privalenz zeigte sich an den
Bodenproben im Sammelstall (mit 68,2 %), den Messerproben (25 %), den Proben von der
Fellabzugsmaschine (25 %), der Ablage des Tierkorpers (18,2 %) und auch an den
Karkassenoberflicheproben (Stanzen) (18,1 %) (Tab. 4. 3).

Auf den Karkassenoberflachen (Stanzen) lagen die Werte bei 18,1 %. Die Belastung mit
Campylobacter stieg im Prozessablauf an (Abb. 4. 2):

10,0 % an Position 1 (vor der Enthdutung)

11,3 % an Position 2 (nach der Enthdutung)

23,8 % an Position 3 (nach der Eviszeration)

27,5 % an Position 4 (im Kiihlraum)

Mittels konventioneller Methoden wurden die drei Spezies C.jejuni, C.coli und C.lari

nachgewiesen (Tab. 5. 6).

Tabelle 5. 6: Campylobacter- Spezies an den einzelnen Probenqualititen in %
Spezies Isolate in %

Probenqualitit n
C.jejuni C.coli C.lari

Karkassen (Stanzen) 56 82,1 17,9 -
Boden Sammelstall 13 23,1 46,2 30,8

Ablage Tierkorper 2 100,0 - -

Fellabzugsmaschine 2 50,0 50,0 -

Messer 7 71,4 28.6 -
gesamt 80 71,3 23,8 5,0

C.jejuni stellte den GrofBteil der Isolate (71,3 %), C.coli lag mit 23,8 % an zweiter Stelle und
C.lari stellte die wenigsten Isolate (5,0 %).

Ergebnisse der molekularbiologische Analytik

Auch mittels PCR stand C.jejuni mit 55,7 % der Isolate an erster Stelle (Tab. 5. 7), jedoch
niedriger als mit der konventionellen Methode (71,3 %) (Tab. 5. 6). Im Vergleich zur
konventionellen Methode lag C.lari (14,8 %) hoher als C.coli (11,4 %) (Tab. 5.7). Beide

Isolate (C.lari und C.coli) wurden am hdufigsten im Boden des Sammelstalls gefunden.
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Tabelle 5. 7: Campylobacter- Nachweis mittels konventioneller Methode und PCR

Spezies Privalenz (%)

Probenqualitit konventionell PCR
C.jejuni C.coli ~ C.lari C.jejuni C.coli | C.lari

Karkassen (Stanzen) 82,1 17,9 65,6 49 11,5
Boden Sammelstall 23,1 46,2 30,8 26,7 33,3 333
Ablage Tierkorper 100,0
Fellabzugsmaschine 50,0 50,0 60,0 20,0

Messer 71,4 28,6 28,6 14,3 14,3

gesamt 71,3 23,8 5,0 55,7 11,4 14,8

Bestinde

In den Bestinden lag die Campylobacter- Privalenz bei 20,4 % aller Proben (MEEYAM
2010). Campylobacter wurde in Kotproben (43,6 %), im Vlies (20,0 %) und in den
untersuchten Lymphknoten (15,3%) gefunden.

Von den Umgebungsproben war Campylobacter am haufigsten im Tretmist mit 40,9 %
vorhanden (9 von 22). Grund hierfiir wird die Kotkontamination sein. Im Trinkwasser lag die
Préavalenz bei 8,7 % (2 von 23) und im Futter bei 4,3 % (1 von 23). Diese Proben stammten
vom Trog, in die die Tiere leicht hinein treten konnten (MEEY AM 2010).

Dort gefunden wurde C.jejuni mit 66,7 %, C.coli mit 30,3 % und C.lari mit 3,0%.

Nach MEEYAM (2010) wurden auch mittels PCR C.jejuni am haufigsten gefunden, aber in
einer niedrigeren Rate (35,5%) als mit der konventionellen Methodik (66,7 %). Die Privalenz
von C.lari (30,9 %) war hoher als die Pravalenz von C.coli 26,5 %. In Kotproben wurde
C.coli mittels PCR am haufigsten gefunden (47,2 %), es folgte C.lari (38,9 %), gefolgt von
C.jejuni (8,3 %) (MEEYAM 2010).

Vergleich mit den Literaturangaben

In anderen Untersuchungen war die Prdvalenz im Schlachtbetrieb (Stanzproben) sehr
unterschiedlich: 1,29 % bei VANDERLINDE et al. (1999), wobei keine Angabe der Position
erfolgt ist. In Untersuchungen von DUFFY et al. (2001a) lag sie bei 0,3 % der gesamten
Proben, vor der Kiihlung fanden sich 0,6 % positive Proben (DUFFY et al. 2001Db).

Dagegen wurde in verschiedenen Schlachtbetrieben in UK eine Pravalenz in Hohe von 43,8%

festgestellt (MILNES et al. 2009). Im Wartestall lag die Prdvalenz mit 5,6 % niedriger
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(SMALL et al. 2002) als die Ergebnisse in dieser Studie. Im Einzelhandel wurde eine
Priavalenz von Campylobacter im Lammfleisch von 21,6 % gefunden (BOSTAN et al. 2009).
Eine hohe C.jejuni- Privalenz fand sich auf Schafkarkassen: 71,3 % (GARCIA et al. 2010
oder 64.9 % (ZWEIFEL et al. 2004).

C.coli:

GARCIA et al. (2010) ermittelten Werte von C.coli bis zu 8,7 % der untersuchten Proben. In
der Studie von ZWEIFEL et al. (2004) lag C.coli mit 35,1 % hoher. GARCIA et al. (2010)
fanden C.coli auf Karkassenoberflichen zu 71,3 % im Vergleich zu den Ergebnissen dieser
Studie (17,9%), im Einzelhandel stellte C.coli die meisten Isolate (63,9 %, BOSTAN et al.
2009). ERTAS et al. (2003) ermittelten mittels PCR im Schlachtbetrieb Werte von C.coli bis
zu 32,0 %. ACIK und CETINKAYA 2006 wiesen C.coli zu 33,1 % der untersuchten Kot-und
Gallenblase-Proben in klinischen gesunden Schafen nach.

C.lari:

C.lari trat auch bei Humaninfektion in UK in 2000 auf mit 0,1 % (CDSC 2000).

C.jejuni:

ERTAS et al. (2003) ermittelten mittels PCR im Schlachtbetrieb Werte von C.jejuni bis zu
34,0 %. ACIK und CETINKAYA 2006 wiesen C.jejuni in Kot-und Gallenblase-Proben

klinisch gesunder Schafen in einem Prozentsatz bis zu 34,1 % nach.

Mischkulturen:

Mittels PCR wurden C.jejuni und C.coli auch gemischt (1,1 %) identifiziert (Tab. 4. 43), hohe
Werte von C.jejuni- C.coli gemeinsam (bis zu 11,9 %) wurden in Darmproben nachgewiesen
(ACIK und CETINKAYA 2006).

In Lancaster (UK) war C.jejuni die hauptsichlich nachgewiesene Spezies mit 90 % bei
Weideschafen, C.coli trat zu 8 % und C.lari zu 2,0 % auf (JONES et al. 1999). C.coli war
auch das haufigste Isolat in Kotproben mittels PCR (47,4 %). C.jejuni wurde nachgewiesen zu
13,7 %, C.fetus zu 12,3 % und C.lari zu 0,05 % (GROVE-WHITE et al. 2010).

Vergleich der Techniken

In dieser Studie stimmten die Spezies in der konventionellen und der molekularbiologischen
Methodik zu 81,8 % (72/88) liberein. Bei 18,18 % (16/88) der Isolate waren die Ergebnisse
widerspriichlich. Obwohl die Isolierung der Stdmme nach den mikrobiologischen
Standardtests durchgefiihrt wurde, lagen moglicherweise Mischkulturen vor, die durch

Aggregation von zwei bzw. mehr von C.jejuni- Stéimmen in Anreicherungskultur entstanden
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sein konnten. Kolonien, die aus solchen Aggregaten entstehen, wiren natlirlicherweise
heterogen. Die Isolation einer C.jejuni- Reinkultur durch Auswahl von Einzelkolonien wird
deshalb nicht immer zu einem einzelnen Stdmm fiihren (MILLER et al. 2000). Auch die
biochemischen Reaktionen sind nicht immer eindeutig (Hippurat-Hydrolyse und Sensibilitét

gegeniiber Nalidixinsdure und Cefalotin, 5.4.3.1).

I"Jbertrag und Herkunft der Isolate
Zur Erkennung von Quellen und Ubertragungswegen wurde eine Analyse der Isolate mittels
Pulsed Field Gel Elektrophorese (PFGE) durchgefiihrt. Fiir diese mikrobiologische Technik
wurde als Restriktionsenzym das Kpn-I Enzym eingesetzt.
Parallel zu den 14 Ausfahrten zu dem Schlachtbetrieb wurden von 10 entsprechenden
Bestinden 321 Proben gewonnen (MEEYAM 2010). Die Isolate, die bei diesen
Gelegenheiten gewonnen wurden, wurden hier mit den im Schlachtbetrieb gewonnenen
Isolaten verglichen.
Mittels PFGE wurden 28 Muster im Schlachtbetrieb gefunden (Tab. 4. 53).
Innerhalb eines Ausfahrttermins (vertikale Durchgéngigkeit: Tab. 4. 54) wurden identische
Mustere mehrere Male bei verschiedenen Probenqualititen gefunden (Ausfahrten 7, 10 und
13).
Im Vergleich zwischen den Ausfahrten (horizontale Durchgingigkeit: Tab. 4. 54) wurden

e Muster 24 und Muster 26 bei Ausfahrte 2 und 4

e Muster 9 bei Ausfahrt 6 und 7
ermittelt.
Isolate aus verschiedenen Ausfahrten, die das selbe Muster aufweisen, sind Anhaltspunkte fiir
eine Ubertragung des Erregers iiber unbekannte Verbindungen zwischen den Ausfahrten.
Denkbar ist auch dieselbe Quelle der Tiere.
In jedem Fall zeigt sich, dass Campylobacter- Keime von Tieren zum Schlachtbetrieb
tibertragen werden konnen wie z. B. Muster 26-1 bei der Ausfahrt 2 (Stanzproben im
Schlachtbetrieb und Lymphknoten im Bestand) (Tab. 5. 8). Nach dem Eintrag wird
Campylobacter in den Schlachtbetrieb verteilt und zieht sich teilweise iiber die gesamte
Fleischgewinnungslinie (Tab. 4.53 und 4.54).
Im Schlachtbetrieb wurden mehr unterschiedliche Muster gefunden als in den Bestdnden, was
auf Kreuz-Kontaminationen aus verschiedenen Herkiinften hinweisen kann. Auch diese
starkere Vielfalt weist darauf hin, dass die Schafe die Keime vom Stall zum Schlachtbetrieb

iibertragen. Obwohl Campylobacter hauptsdchlich in Bestinden auftrat (Fikalproben und
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Proben, die mit Fikalien in Verbindung stehen, wie Boden des Sammelstalls, Vlies und
Tretmist), wurde Campylobacter auch in der Schlachttechnologie (Messer und Karkassen)
gefunden. Auch dies ldsst den Schluss zu, dass die Schafe diesen Erreger aus der

Primérproduktion in die Schlachtung iibertragen konnen.
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Tabelle 5. 8: Charakterisierung von Isolaten aus 14 Ausfahrten durch Pulsed Field Fel Electrophoresis (PFGE): Schlachtbetrieb und in den

Bestinden
Probenarten Ausfahrten
Muster(n)
o 1 2 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
—qé n.a.(4) | na.(l) | 26(1) | na(l) | na.(2) 9(3) 33(1) | n.a.(2) | 29(1) 1(7) n.a.(l) | 5(1)
& | 5(1) |26-1(1) [1-1(1) | 9(1) | 11(1) 18(11) | 34(1) 21-1(1) | 6(2)
= | £ [24101) 32(1) 9(4)
g 72 ] 271)
S | . na.(l) | na.(2) 112) |11-1(1) | 18(2) 1(4)
P2 11-1(3)
S5
2 a
-
= na.(3) | na(2) | 10(1) | 14(1) | 17(1) 3(1) |[na()| 2Q2)
S 30(1) | n.a.(1) | n.a.(l) 8(1)
;mo n.a.(1) 20(1)
E n.a.(1) 8-1(1) | 19(1)
5 Eé’o n.a.(2) 9(1) 8-1(1) 4(1)
5| > 5(1)
£ 21(D) | 23(1) | 13-1(1) | 15(19) | 6(2) o(l) | 16(1) 8-1(1) 1(1) 4(5)
é 22(2) | 24(4) | 15(2) | na@3) | 7(1) | 11(1) 2-1(1) | 5(1)
2 | o | ma(6) | 25(1) | 24(1) 8(1) | 12(2) na.(3) | 6(1)
2 26(1) | 26(6) o(l) | 13(2)
§ 26-1(1) | 28(1) 11-1(1)
“ 31(1)
11-1(2)
n.a.(2)

n.a.: nicht auswertbar. Die Zahlen charakterisieren die unterschiedlichen Muster
Die Zahl in Klammern gibt die Anzahl der Isolate fiir jedes Muster wieder
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5.5.2.2 Listeria

Listeria (11,1 %) wurde in unterschiedlichen Proben gefunden, am hiufigsten am Boden des
Sammelstalls mit 27,3 %, in den Fellabzugsmaschinenproben zu 16,7 %, auf den Karkassen
in 11,3% und auf Messern zu 10,7 % (Tab. 4. 55). GARRIDO et al. (2009) fanden 8,5 % der
Fleischprodukte im Einzelhandel Listeria positiv. Eine hohe Privalenz von 40 % der
untersuchten Lammfleischproben wurde auch im Einzelhandel in Brisbane in Australien
festgestellt IBRAHIM und MAC RAE 1991).

Hier wurde L.monocytogenes in 8,5 %, L.innocua in 2,1 % und L.ivanovii in 57,4 % der
Proben nachgewiesen (Tab. 4. 57). In der Literatur trat L.monocytogenes auf gekiihlten
Karkassen bis zu 5 % (AKPOLAT et al. 2004) und bis zu 4,3 % auf (ANTONIOLLO et al.
2003), wéhrend L.innocua in 34,8 % und L.ivanovii in 1,5 % nachgewiesen wurden
(ANTONIOLLO et al. 2003). Im Einzelhandel wurde L.innocua bis zu 24 % der Proben
nachgewiesen (IBRAHIM und MAC RAE 1991).

In den Bestanden

Listeria wurde in 14,33 % der untersuchten Bestands-Proben gefunden (MEEYAM 2010).
Proben von den Tieren waren zu 6,2 % Listeria-positiv, davon 2,6 % der Kotproben, 20 %
der Vliesproben, 3,5 % der Lymphknoten und 50,0 % der Klauenabstriche.

Auch im Umfeld wurde Listeria (27 %) gefunden, davon in Tretmist (59,1 %), auf den
Lecksteinen (30 %), im Raufutter (26,1 %), in Raufuttertrogen (25 %), im Trankwasser (17,4
%) und im Futter (8,7 %) (MEEYAM 2010). Die hohe Priavalenz der Listeriafille lag bei
infizierten (mindestens ein Listeriafall) Kleinwiederkduern (Schaf und Ziege) in den USA bei
32,9 % der Bestinde (Fékal-, Futter- und Umgebungsproben), wéhrend bei nicht infizierten
Bestinden (Kontrolle: keine Listeriose) 5,9 % positive Proben gefunden wurden
(NIGHTINGALE et al. 2004). Eine niedrige L.monocytogenes-Quote (1,5 %) wurde in
Kotproben aus dem Baskenland nachgewiesen (ESTEBAN et al. 2009).

MEEYAM (2010) fand im Bestand L.monocytogenes in 43,1 %, L.innocua in 23,5 % und
L.ivanovii in 9,8 % der Proben. L.monocytogenes wurde auch in Island von gesunden Schafen
und aus der Umgebung isoliert (GUDMUNDSDOTTIR et al. 2004). Von gesunden Schafen
in Indien wurde L.innocua in 3,6 % der Proben isoliert (YADAYV und ROY 2009).

Bei einem Listeriose- Ausbruch in Osterreich (Fiitterung von kontaminierter Silage) waren 9

Schafe abortiv (WAGNER et al. 2005).
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Ubertrag und Herkunft der Isolate

In den Bestinden war die Listeria- Pravalenz in Umgebungsproben (27 %) hdher als in
Proben von Schafen (6,2 %).

Die Ergebnisse im Schlachtbetrieb deuten darauf hin, dass die Belastung von Listeria in
Umgebungsproben hoher ist als die Belastung der Karkassen. Eine hohe Privalenz wurde im
Wartestall (Boden Sammelstall) nachgewiesen (27,3 %), d. h. es kann sein, dass die Schafe
den Erreger vom Bestand in den Schlachtbetrieb mitgebracht haben oder die Kontamination
von Schafen aus anderem Bestand entstanden ist.

Auf jeden Fall wurde Listeria in den Bestinden und Schlachtbetrieb gefunden, eine

Erregerverschleppung entlang der Lebensmittelkette scheint zu existieren.

5.5.2.3 Escherichia coli

Pathogenititshinweis

E.coli wurde auf Fluorocult® ECD-Agar isoliert. Nach Isolierung und Interpretation in
hygienischer Hinsicht wurden die Isolate auf die Virulenz-Faktoren hyl, vtl, vt2 und eae
gepriift. Die Ergebnisse zeigen, dass 3 % der Isolate Virulenz- Faktoren besa3en (Tab. 5.9).
Allerdings kann die tatsdchliche Pravalenz hoher liegen:

Fiir die Isolierung von E.coli wurde Fluorocult ECD-Agar verwendet- Dieses Medium
verwendet die Eigenschaft von FE.coli, B-D-glucuronidase abzubauen (darstellbar durch
Fluoreszenz). Mit diesem Test konnen nicht alle VITEC und O:157 getroffen werden
(BEUTIN et al 1994; FENG und LAMPEL 1994; MONDAY et al. 2001), d. h., die hier

erarbeiteten Ergebnisse konnen Technik- bedingt zu niedrig liegen.

Tabelle 5. 9: Nachgewiesenen Virulenz-Faktoren in den E.coli Isolaten

Virulenz-Faktoren n Positiv
hyl 110 3
vtl 110 3
vt2 110 2
eae 110 2

Die Mehrheit der Studien in Schafbestinden fokussiert auf enteropathogene-E.coli. Die
Préavalenz von E.coli O 157:H7 lag bei 8,7 %, wihrend die individuelle Privalenz bei 7,3 %
lag (OPORTO et al. 2008). Im Vergleich dazu wurde eine hohere Pravalenz von E.coli O157
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in einem Bestand im Schottland (bis zu 42,8 % in einer Menge von log 10> EbK/g)
nachgewiesen, wiahrend die individuelle Pravalenz bei 5,8 % lag (SOLECKI et al. 2009).

5.5.2.4 VYersinia enterocolitica

Die Isolierungsraten von Y.enterocolitica in Lebensmitteln sind in der Literatur sehr
unterschiedlich. Die Angaben schwanken zwischen 0 % und 96,5 % (WAUTERS et al. 1988;
VELAZQUEZ et al. 1993; STARK 1994; KARIB und SEEGER 1994; KLEEMANN und
BERGANN 1994; DE BOER 1994, 1995; TOORA et al. 1994; SIERRA et al. 1996;
NORTIJE et al. 1999; FLOCCARI et al. 2000, JOHANNESSEN et al. 2000;
FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 1999, 2001).

Yersinia enterocolitica wurde in dieser Studie weder im Schlachtbetrieb noch in Bestinden
(MEEYAM 2010) nachgewiesen. Auch in einem griechischen Schafschlachtbetrieb wurde
Y.enterocolitica nicht gefunden (KECHAGIA et al. 2007).

In anderen Studie lag die Priavalenz von Y.enterocolitica in Darmproben bei 8,0 % (MILNES
et al. 2008) und in Darmproben bei 10,7 % (MCNALLY et al. 2004).

Aus Untersuchungen von Planproben geht hervor, dass Y.enferocolitica im Jahr 2005 in
Deutschland ausschlieflich in Schweinefleischproben vorgekommen ist (HARTUNG 2006,
EFSA 2006). Auch eine aktuelle Studie des Robert Koch Instituts hat gezeigt, dass rohes
Schweinehackfleisch den wichtigsten Risikofaktor fiir den Erwerb einer Yersiniose darstellt
(RKI2012).

Durch Yersinia spp. verursachte Lebensmittel-bedingte Infektionen stehen sowohl in
Deutschland als auch in Europa an dritter Stelle, Y.enterocolitica war zu 89 % beteiligt (EFSA
2006).

5.5.2.5 Salmonella

Auch die auf Salmonella untersuchten Proben waren in der vorliegenden Studie im
Schlachtbetrieb und in den Bestinden (MEEYAM 2010) negativ. In England lag der
Durchschnitt der Salmonella-Isolate im Wartestall bei mehreren Schafschlachtbetrieben
zwischen 1,1 % (SMALL et al. 2002) und 6,5 % (SMALL et al. 2006). Diese Zahlen sind
ebenfalls als niedrig anzusehen.

Angaben zur Salmonella-Privalenz auf Karkassen vom Schaf belaufen sich auf 10 %
(SIERRA et al. 1995a), 5,74 % (VANDERLINDE et al. 1999), in der Kiihlung auf 1,5 %
(DUFFY et al. 2001) und in einer Studie von PHILLIPS et al. (2001) auf 0,1 %. In Australien
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wurde Salmonella im gefrorenen Fleisch zu 6,5 % nachgewiesen (VANDERLINDE et al.
1999).

Die Salmonella- Privalenz (Schafdarm) in einem Schlachtbetrieb in UK (2002) lag bei 1,1 %
gegeniiber 0,1 % in den Jahren 1999-2000 (MILNES et al. 2008) und bis zu 7 % in den USA
(EDRINGTON et al. 2009). In Vliesproben wurde Sa/monella in Quoten zwischen 7,8 %
(SMALL et al. 2002) und 50 % (EDRINGTON et al. 2009) gefunden, auBerdem wurde
Salmonella zu 8,3 % in frischen Fédkalien und zu 11 % in Giille nachgewiesen (HUTCHISON
et al. 2005).
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6 Zusammenfassung

Die Lebensmittelkette beim Schaf: Transfer von Zoonoseerregern vom Tier zum

Lebensmittel

Diese Studie behandelt das Auftreten von thermophilen Campylobacter- Keimen, Listeria,
Escherichia coli, Yersinia enterocolitica und Salmonella in einem Schafschlachtbetrieb in
Brandenburg. Es war zu priifen, wie weit diese Erreger innerhalb des Schlachtbetriebs und
iiber den Fleischgewinnungsablauf verschleppt werden. Gleichzeitig sollte ein moglicher
Zusammenhang mit den zugehdrigen Schafhaltungsbetrieben ermittelt werden.

Die Untersuchungen wurden im Zeitraum von Juli 2008 bis August 2009 durchgefiihrt.
Insgesamt wurden 423 Proben von 14 Ausfahrten gewonnen, 320 Proben mittels Stanze an
vier Prozesspositionen und an fiinf Stellen am Tierkérper (vor der Enthdutung, nach der
Enthdutung, nach der Evisceration und im Kiihlraum) sowie 103 Umgebungsproben mittels
Tupfer (Boden im Sammelstall, Fellabzugsmaschine, Ablage der Tierkorper nach dem
Abziehen des Vlieses, Tiirgriff innen im Kiihlraum, Wand im Kiihlraum und Messer).

Die Proben wurden qualitativ auf Campylobacter, Listeria, E.coli, Yersinia und Salmonella
getestet. Quantitativ wurden auf die Gesamtkeimzahl- und auf Enterobacteriaceae gepriift. An
Campylobacter- Isolaten wurden Verfolgsuntersuchungen mittels PFGE (Enzym Kpn-I) und
E.coli- Isolaten mittels PCR durchgefiihrt.

Ergebnisse:

Allgemeine Hygiene

Fiir Stanzproben lagen die Durchschnittswerte fiir die GKZ bei logio 3,79 KbE/cm®, fiir
Enterobacteriaceae bei 1,58 KbE/cm®. Im Prozessverlauf wurde ein Anstieg der Keimzahl bis
zur Kiihlung (Prozessposition 4) beobachtet. Die Belastung der Tierkdrperstellen war,
bezogen auf GKZ und Enterobacteriaceae, signifikant unterschiedlich und abhéngig von der

Prozessposition.

Zoonoseerreger
Thermophile Campylobacter, Listeria spp. und E.coli traten in 20,1 %, 11,1 % und 60,1 %
aller Proben (Stanz- und Umgebungsproben) auf. Yersinia enterocolitica und Salmonella

wurden nicht gefunden.
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Campylobacter wurde mittels konventioneller Technik in 20,1 % (85 von 423) der gesamten
Proben nachgewiesen, die hochste Prdasenz fand sich in den Proben des Sammelstalles
(68,2%). Campylobacter wurde nicht nachgewiesen in Steribecken, am Tiirgriff und an der
Wand im Kiihlraum. Auf den Tierkdrpern war die Prdvalenz im Kiihlraum (27,5 %) am
hochsten. Die gewonnenen Isolate wurden mittels konventioneller und molekularbiologischer
Techniken weiter differenziert. Vor allen C.jejuni (71,3 % /55,7 %), C.coli (23,8 % / 11,4 %)
und C.lari (5,0 % / 14,8 %) wurden nachgewiesen.

Listeria wurde in 11,1 % (47 von 423) aller Proben nachgewiesen, mit hochster Priasenz in
den Proben des Sammelstalles (27,3 %). Nicht nachgewiesen wurde Listeria in Steribecken,
am Tiirgriff, an Wénden im Kiihlraum sowie auch auf der Ablage der Tierkoérper nach dem
Entvliesen. In der Fleischgewinnungslinie lag die hochste Priavalenz vor der Enthdutung (12,5
%) und im Kiihlraum (12,5 %).

Die gewonnenen Isolate teilen sich auf in L.ivanovii (57,4 %; 27 von 47), L.denitrificans
(27,7 %; 13 von 47), L.monocytogenes (8,5; 4 von 47 %) und ein Isolat L.innocua (2,1 %; 1
von 47).

E.coli wurde in 60,1 % (254 von 423) aller untersuchten Proben isoliert, am héaufigsten vom
Boden des Sammelstalles und von den Fellabzugsmaschinen- Proben (je 100,0%). In der

Fleischgewinnungslinie war die Pravalenz im Kiithlraum am hochsten (72,5 %).

Bei den Campylobacter-Isolaten konnten mittels PFGE an unterschiedlichen Probenqualititen
Zusammenhédnge dargestellt werden: Innerhalb einer Ausfahrt und auch iiber verschiedene
Ausfahrten hinweg gaben die Bandenmuster Hinweise auf das Auftreten von Campylobacter
gleicher genetischer ~Ausprigung. Eine Ubertragung von Campylobacter — aus
unterschiedlichen Bestdnden in den Schlachtbetrieb und die Schlachtlinien hinein ist nicht

ausgeschlossen.
Campylobacter, Listeria und E.coli wurden allgemein nachgewiesen, vor allem aber in den

Proben des Wartestalls, was ebenfalls auf eine Verschleppung aus den Herden in den

Schlachtbetrieb hinweist.
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7 Summary

Foodborne in sheep: Transfer of zoonotic agents from animals to food

This study deals with the occurrence of thermophilic Campylobacter, Listeria, Escherichia
coli, Yersinia enterocolitica and Salmonella in a sheep slaughterhouse in Brandenburg,
Germany. The aim of this study was to investigate, how these zoonotic agents are distributed
within the slaughterhouse and the processing line. Simultaneously, an interrelation between
slaughterhouse and the relevant sheep farms was to investigate.

Investigations were carried out from July 2008 to August 2009. A total of 423 samples was
obtained from 14 excursions. 320 samples using excision method at four process positions of
the line, five points of the carcass (before depelting, after depelting, after evisceration and at
chilling) and 103 environmental swab samples (floor of the lairage stable floor, fleece
depelting machine, deposition board of carcasses after removing the fleece, doorknobs as well
as wall of the chilling room and knifes) were collected.

The excision samples were analysed for Aerobic Plate Count (APC) and Enterobacteriaceae
Count (EC) and all samples qualitative for Campylobacter, Listeria, E.coli, Salmonella and
Yersinia. Campylobacter and E.coli isolates were characterized by PFGE (Kpn I enzyme) and

PCR respectively.

Results:
Hygiene
For excision samples the mean APC (log;o CFU/cm?) was 3.79, the mean EC (log;o CFU/cm?)
was 1.58. An increase in the number of bacteria during the process untill chilling was
observed (process position 4). The microbiological carriage of the carcasses for APC and EB

was significantly different depending upon the process position.

Zoonotic agents

Thermophilic Campylobacter, Listeria spp. and E.coli were identified with an average of
20.1 %, 11.1 % and 60.1 % of all samples respectively. Yersinia enterocolitica and
Salmonella were not found in any sample here.

Campylobacter was detected in 20.1 % (85 of 423) by conventional technique, the highest

detection rate was obtained in samples from lairage stable floor samples (68.2 %).
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Campylobacter was not detected in sterilisation bassins, at doorknobs or on the walls in the
chilling room. The highest findings on the carcasses was in the chilling room (27.5 %)
(process position 4). The Campylobacter isolates were differentiated using conventional and
PCR technique: C. jejuni (71.3 % / 55.7 %), C.coli (23.8 % / 11.4%) and C.lari (5.0 % / 14.8

%) were detected.

Listeria was detected in 11.1 % (47 of 423) of samples, mostly in samples from lairage stable
floor samples (27.3 %). Listeria was not detected in sterilisation bassins, on doorknobs, at the
wall in the chilling room or on the deposition board of carcasses after depelting. The highest
prevalence on the carcasses was found before depelting (12.5 %) and in the chilling room
(12.5 %).

Listeria isolates were L.ivanovii (57.4 %; 27 of 47), L.denitrificans (27.7 %; 13 of 47),
L.monocytogenes (8.5; 4 out of 47 %) and L.innocua (2.1%; 1 of 47) were found.

E.coli was detected in 60.1 % (254 of 423) of all samples, most of them were from the
samples of the lairage stable floor and fleece depelting machine (100.0 % each). The highest

prevalence on the carcasses was found in the chilling room (72.5 %).

For Campylobacter isolates using PFGE, a relationship between some sample qualities was
observed: Within particular excursions and also for different ones, the patterns of PFGE
indicate the same genetic sequences of Campylobacter. Hence, transfer of Campylobacter

from farm in to the slaughterhouse and the meat production process can not be excluded.
In conclusion, thermophilic Campylobacter, Listeria and E.coli were identified on carcasses

and in environmental samples especially in the lairage stable floor samples. A transfer of

these pathogens from the farms to the slaughterhouse can be assumed.
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9.1

ANHANG
Anhang

Fleischgewinnungsablauf im Schafschlachtbetrieb

Fleischgewinnungsablauf

l

Elektrische Betdubung

l

Blutentzug

l

Kopf- und Klauenentfernung

l Aufhingen an den Vorderbeinen
Enthdutung bis zur Hélfte des Tierkorpers ( Position 1)

l

komplettes Vliesabziehen (Position 2)

l Authéngen an den Hinterbeinen

Evisceration (Position 3)

l

Kiihlung (Position 4)
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ANHANG

9.2 Fliefschemata der Untersuchungen

9.2.1 FlieBschema zum Nachweis von thermotoleranten Campylobacter-Species (DIN
ISO 10272-1:2004)

Stanzprobe (5cm?)+50ml BPW
Verdiinnungsstufe (10°)

10ml Suspension
Verdiinnung 1/10

90 ml Bolton-Bouillon
Bebriitung: 4 h bei37°C,
aerophil

!

Bebriitung: 48 h bei 42°C,
mikroaerophil

|

Osenausstrich auf CCDA
Bebriitung: 48 h bei 42°C,
mikroaerophil

charakteristische Kolonien (von jeder Platte)

N

Gram-Féarbung Suspensionen Phasenkontrast- T
Gebogene, (Aufschwemmung mikroskop . Sl[(nra 'O}I;mlgrf', .
gramnegative ieder Kolonie in » -Korkenzieherartige
Stdbchen ! 1 ml Brucella- Beweglichkeit
Bouillon)

Reinkulturen auf Columbia-Blutagarplatte
Bebriitung 48 h bei 42°C, mikroaerophil

Nachweis
Untersu- Oxidase TSI-Agar Katalase der Nachweis
chung des (von TSI- Sensibilitit der
Wachstums Agar) gegeniiber Hippurat-
bei 25°C Naidixin- Hydrolyse
sdure und
Cefalotin
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ANHANG

9.2.2 FlieBschema zum Nachweis von Listeria (§ 64 LFGB; ISO 11290: 1995)

5cm’Stanzprobe +50ml
BPW
Verdiinnungsstufe (10°)

10ml Suspension
Dilution 1/10

90 ml ONE-Bouillon
Incubation: bei 30°C fir
24 h

l

Schwarzférbung

ONE-Bouillon: keine

Schwarzfarbung, 24h weiter

Inkubieren

Subkultuvieren auf OCLA
Incubation:bei 37°C flir 24-48h

l

Listeria verdichtige Kolonien

Subkultuvieren auf Columbia Blut Agar und Standard I-Agar (Merck®).

l

Genus Bestitigung mittels biochemischer Tests:
Oxidase, Katalase, VP/MR, Urease, O/F Test, Askulin, Indol
Citrat: -

l

Differenzierung mittels biochemischer-Tests: Arabinose,
Mannitol, D-Xylose, Rhamnose, Nitrat
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ANHANG

9.2.3  Fliefischema zum Nachweis von E.coli (DIN ISO 16654)

10 cm? Stanzprobe + 50 ml
BPW

1ml in

10 ml Brillian griin-Bouillon
Inkubation bei 43°C fiir 48 h

Subkultur auf ECD Agar
Inkubation bei 43°C fiir 24 h

Die Kolonien werden
mittels Fluoreszenz im UV-Licht (366 nm) und
Indoltest ausgewertet
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ANHANG

9.2.4  Flieischema zum Nachweis von Yersinia (ISO/DIN 10273: 2003)

Probe 5 cm*+50ml BPW

Verdiinnng 1/20 Verdiinnung 1/10
5 ml Suspension + 10 ml Suspension +
95 ml PSB-Bouillon 90 ml OBmer
PSB-Bouillon Bebriitung OBmer-Anreicherungsbouillon
bei 22-25°C fiir 2-3 Tage Bebriitung bei 25°C fiir 48 h
Schiittel-Wasserbad oder 5 0.5 ml
Tage im Brutschrank bei
25°C Labor 1
Alkalische Behandlung
(4,5 ml KOH) fiir 20 s
CIN-Agar
) CINTAg(a)lr . CIN-Agar Bebriitung bei 30°C fiir 24h
Bebriitung bei 30°C fiir 24 h Bebriitung bei 30°C fiir 24 h bis 48 h

\ | /

charakteristische Kolonien (von jeder Platte)

Reinkultur auf Nahragar Bebriitung bei 30°C fiir 24 h

!

Vorpriifung verddchtiger Kolonien:
Harnstoff: +  Kligler: Glucose + Gas -, Laktose -
Oxidase: - Tryptophan: -

!

Biochemische Tests zur Bestétigung:
Lysin: - Ornithin: + Saccharose: + Rhamnose: - Citrat: -

l

Tests auf prasumtive Pathogenitit:
Salicin: -/+ Askulin: -/+  Pyrazinamidase: -

!

Test zur Bestétigung der Pathogenitit:
Calciumabhéngigkeit bei 37°C: +
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9.2.5 FlieBschema zum Nachweis von Salmonella (§ 64 LFGB; ISO 6579: 2002)

Verhiltnis
10g 1:10 90 ml

| vy |
Gesamtprobe - l:>| Peptonwasser (steril)

(homogenisiert)

Voranreicherung |
homogenisieren
0,1 ml 1ml
v ] v
Rappaport-Vassiliadis Tetrathionat
(RV) v s (MKTTn)
1. Hauptanreicherung Voranreicherung 2. Hauptanreicherung
(nach Inkubation)
Osenausstrich Osenausstrich
N ) )
A
| BPLS Rb BPLS Rb
RV TT
24h/37°C
Auswertung
Osenausstrich Osenausstrich
OO o>
g | BPLS Rb BPLS Rb | b
RV TT
24h/37°C
| Auswertung |

XLVII



DANKSAGUNG

Danksagung

An erster Stelle gilt mein herzlicher Dank Herrn Professor Fries fiir die Uberlassung des Themas
und die freundliche Unterstiitzung beim Anfertigen der Arbeit. Ich danke auflerdem den
Mitarbeitern des Institutes fiir Fleischhygiene und —technologie fiir die Wissenschaftliche und
praktische Unterstiitzung: Hier gilt meinbesonderer Dank der wissenschaftlichen Mitarbeiterin
Frau Yvonne Schneider, die mir nicht nur geholfen, sondern auch bei der Probenentnahme und
der Probenaufarbeitung tatkréftig unterstiitzt hat und bei allen auftretenden Problemen stets ein
offenes Ohr hatte und wertvolle Tipps zur Losung geben konnte.

Meinen Kollegen Nina Langkabel, Annika Feiler und Tobias Gédng mochte ich ganz herzlichen

fiir die konstruktive Kritik und Unterstiitzung danken.

Weiterhin danke ich auch Frau Brautigam, Frau Irsigler, Frau Jaeger, Frau Ludewig und Frau

Kern, die fiir Hilfen immer bereit waren.

Ich danke weiterhin ganz besonders dem Besitzer des Schlachthofs Herrn Nesges, der nicht nur
den Kontakt zu den Landwirten hergestellt hat, sondern auch immer hilfesbereit war. Ich danke
ebenfalls den Landwirten fiir die Bereitschaft, mich bei der Probeentnahme zu unterstiitzen und

meine Frage bereitwillig zu beantworten.

Besonderer Dank gilt meiner Kollegin Tongkorn Meeyam aus Thailand, die mit mir in diesem

Projekt zusammengearbeitet hat.

Ich bedanke mich bei meiner Familie, insbesondere meiner Mutter und meinem Mann. Ohne

euch wiren weder dieses Studium noch diese Arbeit moglich gewesen.

Bei allen Freunden, die mich in jeglicher Hinsicht unterstiitzt haben, bedanke ich mich fiir ihre

unendliche Geduld und den gewéhrten Riickhalt.

XLVIII



SELBSTSTANDIGKEITSERKLARUNG

Selbststindigkeitserklirung

Ich versichere hiermit, dass ich die vorliegende Dissertation

,,Die Lebensmittelkette beim Schaf-Transfer von Zoonoseerregern
vom Tier zum Lebensmittel*

selbststédndig und nur auf Grundlage der angegebenen Hilfsmittel und Litraturquellen verfasst
habe und diese Arbeit nicht fiir ein friiheres Promotionsvorhaben eingereicht worden ist.

Berlin, den 17.01.2014

Iman Sharief

XLIX




 
 
    
   HistoryItem_V1
   InsertBlanks
        
     Wo: nach der aktuellen Seite
     Anzahl der Seiten: 1
     Seitengröße: Wie aktuell
      

        
     Blanks
     Always
     1
     1
            
       D:20140416184225
       1190.5512
       a3
       Blank
       841.8898
          

     1
     Tall
     2610
     325
     qi3alphabase[QI 3.0/QHI 3.0 alpha]
     1
            
       CurrentAVDoc
          

     SameAsCur
     AfterCur
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0f
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   TrimAndShift
        
     Bereich: alle Seiten
     Beschneiden: Größe ändern 8.268 x 11.693 Zoll / 210.0 x 297.0 mm
     Versatz: kein 
     Normen (erweiterte Option): 'Original'
      

        
     32
            
       D:20150508140509
       841.8898
       a4
       Blank
       595.2756
          

     Tall
     1
     0
     No
     1346
     462
    
     None
     Right
     9.9213
     0.0000
            
                
         Both
         23
         AllDoc
         160
              

       CurrentAVDoc
          

     Uniform
     0.0000
     Top
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0f
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     176
     207
     206
     207
      

   1
  

 HistoryList_V1
 qi2base



