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1 Einleitung

1 Einleitung

Geflugelfleisch ist, gemessen an der Produktion und dem weltweiten Handel, eine der
bedeutendsten Fleischkategorien (FAO, 2015). Der Uberwiegende Anteil des in Deutschland
produzierten Geflugelfleisches geht auf Masthahnchen (Broiler) zuruck (Statistisches
Bundesamt, 2015). Dabei kdnnen in Hdhnchen und in Hahnchenfleisch pathogene Bakterien
- wie Salmonella und Campylobacter - vorkommen, die beim Menschen Erkrankungen
auslésen kdnnen. Insbesondere Infektionen mit Salmonella enterica subsp. enterica und mit
Campylobacter spp. gehdren zu den haufigsten Zoonosen in der Européaischen Union und in
Deutschland. Der Verzehr von rohem Gefligelfleisch wird haufig mit den gemeldeten
Erkrankungen in Verbindung gebracht (EFSA und ECDC, 2015).

Wahrend der Broilerschlachtung kann es zur Kontamination der Hahnchenschlachtkérper mit
Salmonella spp. und Campylobacter spp. kommen. Besonders das Brihen, Entfedern und
die Eviszeration gelten als Risikofaktoren fur eine Kontamination der Schlachtkérper und
damit des Hahnchenfleisches (Bryan und Doyle, 1995). Die Gewinnung des
Geflugelfleisches kann in Schlachtbetrieben erfolgen, die sich hinsichtlich ihrer
Betriebsstruktur oder in der Schlachttechnologie unterscheiden. Dies kann einen Einfluss auf
die Kontamination des Hahnchenfleisches wahrend der Schlachtung haben (Franz et al.,
2012; Zweifel et al., 2015).

Kenntnisse Uber Kontaminationsrisikofaktoren wahrend der Broilerschlachtung sind von
Bedeutung, um gezielte InterventionsmalRnahmen wahrend der Schlachtung einleiten zu
kénnen. In der vorliegenden Studie wurde die Kontamination der Schlachtkorper
vergleichend bei zwei deutschen Schlachtbetrieben mit unterschiedlichen Betriebsstrukturen
untersucht. Um mogliche Kreuzkontaminationsquellen in den Schlachtbetrieben zu
identifizieren, wurden neben den Schlachtkérpern auch Blinddarm-, Brihwasser- und
Gerateproben entnommen. Das Ausmal} der Kontamination wurde anhand allgemeiner
Hygieneparameter und anhand des Nachweises von Salmonella und Campylobacter
beurteilt. Eine Genotypisierung der nachgewiesenen Salmonella- und Campylobacter-lsolate
ermdglichte das Verfolgen von genetisch verwandten Stdmmen entlang der Schlachtung. Im
Rahmen der Studie sollte auch das quantitative Ausmal® der Kontamination von

Hahnchenschlachtkdrpern auf unterschiedlichen Stufen der Schlachtung beurteilt werden.



2 Literaturtibersicht

2 Literaturubersicht

2.1 Gefliigelfleisch

2.1.1 Erzeugung weltweit und in Deutschland

Weltweit wurden im Jahr 2014 nach Schatzung der Food and Agriculture Organisation (FAQO)
etwa 110,2 Millionen Tonnen Geflugelfleisch (Nettoerzeugung) produziert. Der groflte
Produzent waren die USA (ca. 20,5 Mill. t), gefolgt von China (ca. 18,5 Mill. t), der
Europaischen Union (ca. 13,2 Mill. t) und Brasilien (ca. 13,0 Mill. t). Mit einem Anteil von tber
40 % war Geflugelfleisch noch vor Rind- und Schweinefleisch die weltweit am meisten
gehandelte Fleischkategorie (FAO, 2015).

In Deutschland hat die Gefligelfleischerzeugung in den letzten Jahren kontinuierlich
zugenommen. Wahrend im Jahr 2005 etwa 1,0 Millionen Tonnen Gefllgelfleisch produziert
wurden, lag die geschatzte Menge fiur das Jahr 2014 bei etwa 1,5 Millionen Tonnen

Schlachtgewicht (Nettoerzeugung, vgl. Abb. 1).

Geflilgelfleischerzeugung
ir bill. Tonnen

1,6
Insgesamt

1,4 -

1,2 _//

1,0
0,8
0,6

0,4
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@ Statistizches Bundezamt, Wieshaden 2015

=

Abbildung 1: Gefliigelfleischerzeugung in Deutschland (Statistisches Bundesamt, 2015)

Der Uberwiegende Anteil des erzeugten Gefllgelfleisches stammt von Jungmasthihnern
(63,7 %) und TruthGhnern (30,5 %). Enten (2,9 %), Suppenhihner (2,7 %) und sonstiges
Geflugel (0,2 %) stellen einen vergleichsweise kleineren Anteil dar (Statistisches Bundesamt,
2015). Im Jahr 2013 lag der Pro-Kopf-Verbrauch an Geflligelfleisch in Deutschland bei
durchschnittlich 19,4 kg (BLE, 2014).



2 Literaturtibersicht

Die Aufzucht des Mastgefligels in Deutschland erfolgt Uberwiegend in intensiver
Bodenhaltung auf Einstreu (Stroh, Hobelspane). Bei Broilern kommen meistens
geschlossene Stélle mit Zwangsbeluftung und Kunstlicht zum Einsatz. Puten hingegen
werden haufiger in Offenstallen (Louisiana-Stall) mit naturlicher Wind- bzw.
Schwerkraftliftung gehalten. Alternative Haltungsformen sind die Freilandhaltung und die
Okologische Haltung, bei der die Tiere Zugang zur Aulenumgebung haben (EFSA, 2011;
DLG, 2014).

2.1.2 Technischer Ablauf der Gefliigelfleischgewinnung (Broiler)
Bei den meisten Nutzgeflligelarten sind weitgehend dieselben technologischen Schritte zur
Gewinnung des Fleisches notwendig. Im Folgenden wird der Ablauf bei der

Fleischgewinnung von Masthahnchen (Broilern) beschrieben.

Je nach verwendeten Mastverfahren werden Broiler Uberwiegend zwischen dem 28. und 42.
Lebenstag mit einem Mastendgewicht von etwa 1,5 bis 2,7 Kilogramm geschlachtet (DLG,
2014). In Deutschland regelt die Tierschutzschlachtverordnung zur Durchfihrung der
Verordnung (EG) Nr. 1099/2009 den Schutz der Tiere im Zusammenhang mit der
Schlachtung. Demnach miuissen Tiere, die in Behaltnissen zur Schlachtung angeliefert
werden, unverzuglich der Schlachtung zugefihrt werden. Spatestens nach zwei Stunden
Wartezeit mussen die Tiere getrankt bzw. nach sechs Stunden Wartezeit gefiuttert werden

(Anonymous, 2012).

Die Betaubung der Masthahnchen kann mit Gas oder als Elektrobetadubung in einem
Wasserbad erfolgen. Bei der CAS (Controlled Atmosphere Stunning)-Methode werden die
Tiere durch erhdhte Argon-, Stickstoff- oder Kohlendioxidgehalte in der Atemluft betaubt
(McKeegan et al., 2007). Erst nach der Betdubung erfolgt das Aufhangen der Tiere in das
Schlachtband. Im Gegensatz dazu erfolgt bei der Elektrobetaubung das Aufhangen der Tiere
bei noch vollem Bewusstsein. Die Tiere werden kopfuber in ein Wasserbad mit Stromfluss
geleitet, wobei der Strom durch den ganzen Tierkdrper flieRt (Lohren, 2012). Stromstarken
von mindestens 120 mA werden aus Tierschutzgrinden empfohlen, um eine augenblickliche
und irreversible Betdubung zu erreichen (Fletcher et al., 1999). Als Nachteil der
Elektrobetdubung kann die Verminderung der Fleischqualitdt durch Knochenbriche und

Hamorrhagien angesehen werden (Raj et al., 1992; Goksoy et al., 1999).

Nach der Tierschutzschlachtverordnung muss der Entbluteschnitt innerhalb von 30
Sekunden nach dem letzten Halt in der Kohlendioxidatmosphare bzw. innerhalb von 20
Sekunden nach der Elektrobetdubung im Hangen erfolgen (Anonymous, 2012). Der
Entbluteschnitt erfolgt entweder als seitlicher Schnitt mittels Durchtrennung der beiden

Halsschlagarterien, als Kehlschnitt mit zusatzlicher Durchtrennung der Trachea und des
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Oesophagus oder durch Dekapitation (Entfernen des Kopfes). Die Entblutungszeit kann je
nach Betrieb und angewandten Verfahren zwischen 60 und 200 Sekunden liegen (Lohren,
2012).

Das anschlieRende Brihen der Broiler findet je nach Vermarktungsform des Gefllgels in der
Regel bei Temperaturen zwischen 52 °C und 59 °C statt (EFSA, 2011). Bei frisch
vermarktetem Fleisch werden niedrigere Brihtemperaturen angewandt als bei Tiefkihlware.
Je nach Bruhsystem kdénnen Anlagen mit einem oder mehreren Brihtanks verwendet
werden. In einigen Bruhsystemen wird das Wasser in Gegenrichtung zu den Karkassen
geleitet (Cason und Hinton, 2006). Das Brihen mit Wasserdampf wurde bei der Schlachtung
von Puten- und Perlhithnern erfolgreich angewandt (Lillard et al., 1973). Die Schwierigkeit
bei der Dampfbrihung von Broilern besteht aber vor allem in der schlechten
Kontrollierbarkeit der Temperatur auf der Gefligelhaut (Lillard et al., 1973; Léhren, 2012).

Die wahrend des Bruhvorgangs gelockerten Federn werden im anschlieRenden Rupfprozess
geldst. Die Rupfanlagen bestehen aus mehreren Scheiben, an denen Rupffinger befestigt
sind. Durch Drehen der Scheiben werden die Federn durch die Rupffinger geldst und durch
gleichzeitiges, kontinuierliches Sprihen mit Wasser von den Karkassen entfernt. Einige
Anlagen arbeiten mit gegenlaufig drehenden Scheiben, die vertikal oder horizontal gerichtet
sein kénnen (Cibin et al., 2014). Nach dem Rupfprozess kann ein zusatzlicher Waschschritt

in Form eines ZusatzaulRenwaschers eingeschaltet sein (Lehner, 2010).

Zur Beschleunigung der Reifung des Hahnchenfleisches und des Eintretens der Totenstarre
nach der Schlachtung wird das Muskelfleisch mittels elektrischen Stroms stimuliert. Die
Elektrostimulation ermdglicht das Entbeinen des Fleisches kurzfristig nach dem Kuhlen,
ohne dass die Zartheit des Fleisches verloren geht (Birkhold et al., 1993; Craig et al., 1999;
Sams et al., 1999).

Der Ablauf bis zum Ende des Schlachtbandes gehdrt zur sogenannten unreinen Seite des
Schlachtbetriebs. Nach dem meist automatischen Umhangen auf das Eviszerationsband
beginnt die reine Seite des Produktionsprozesses. Davor kdnnen die Stander der Tiere am
Tarsalgelenk sowie die Kdpfe abgeschnitten werden (Fries, 2001; Léhren, 2012). Die
automatische Eviszeration beginnt mit dem Umschneiden der Kloake mittels eines
Hohlmessers, des sogenannten Kloakenschneiders. Nachdem der Bauchhdhlenschnitt durch
ein weiteres Messer verlangert wurde, kénnen die Organe mittels eines Ausnehmebugels
komplett herausverlagert werden. In der Regel werden die Organe der nachfolgenden
Veterinarinspektion parallel zum Tierkorper laufend, aber getrennt davon, auf einer Schale

oder auf einem Haken prasentiert (Fries, 2001; Lohren, 2012).
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Bevor die Schlachtkorper in die Kihlung gelangen, werden nicht vollstandig entfernte
Organteile durch verschiedene Gerate entfernt. So wird ein Vakuumsauger zur Entfernung
der Lunge oder ein Kropfkontrollgerat zur Entfernung von Geweberesten im Tierkorper
verwendet. Auch die Halswirbelsaule und die Halshaut werden entfernt (Fries, 2001). Zur
Sauberung der Karkassen erfolgt oft ein letzter Waschschritt durch einen Innen- und
Aulenwascher (Li et al.,, 2002; Smith et al., 2005a). Die Verordnung (EG) Nr. 853/2004
regelt, dass Schlachtkérper nach der finalen Post-Mortem-Inspektion so schnell wie méglich
auf unter 4 °C gekuhlt werden missen. Dies geschieht in der EU bei frischem
Hahnchenfleisch meist durch Luftkiihlung, wahrend die Tauchkihlung vor allem in den USA

haufiger zur Anwendung kommt (James et al., 2006; Russell, 2012).

2.1.3 Hygieneparameter bei der Gefliigelfleischgewinnung

Die Anzahl an Mikroorganismen auf den zur Schlachtung zugefiihrten Tieren, aber auch
verschiedene Schritte im Schlachtprozess, kénnen einen Einfluss auf die mikrobiologische
Belastung des Endproduktes haben (Brune und Cunningham, 1971; Clouser et al., 1995;
Zweifel et al., 2015). Durch verschiedene Prozessschritte andert sich nicht nur die Anzahl
der Mikroorganismen auf den Geflligelkarkassen, sondern auch deren Zusammensetzung.
So besteht die Mikroflora der Haut zu Beginn des Schlachtprozesses hauptsachlich aus
Gram-positiven Bakterien (v.a. Micrococcaceae); im Laufe des Schlachtprozesses kommen
vermehrt Gram-negative Bakterien und psychrotrophe Mikroorganismen dazu (Thomas und
McMeekin, 1980).

Eine Mdglichkeit, um die Hygiene wahrend der Geflugelfleischproduktion zu evaluieren, ist
die Bestimmung der aeroben mesophilen Keimzahl. Zu Beginn des Schlachtprozesses —
noch vor dem Brihen — weisen Schlachtkérper von Broilern hohe aerobe mesophile
Keimzahlen von meist Uber 6,5 log KbE in den Haut-, Spul- oder Tupferproben auf (vgl.
Abb. 2). Kotula und Pandya (1995) berichteten Uber mittlere aerobe mesophile Keimzahlen
von etwa 8,0 log KbE/g vor dem Bruhen. Das Bruhen der Karkassen fuhrt in der Regel zu
einer Reduktion der aeroben mesophilen Keimzahlen, wahrend nach dem Rupfen sowohl
uber abnehmende als auch Uber zunehmende Keimzahlen berichtet wurde (Geornaras et al.,
1997; Berrang und Dickens, 2000; Zweifel et al., 2015). Zum Ende des Schlachtprozesses
hin nehmen die aeroben mesophilen Keimzahlen je nach Betrieb weiterhin ab oder andern
sich nur noch wenig (vgl. Abb. 2). Besonders durch das Waschen im Innen- und
Aufdenwascher und durch die Wasserkuhlung von Karkassen reduzierten sich die aeroben
mesophilen Keimzahlen teilweise signifikant (Goksoy et al., 2004; Smith et al., 2005a; Matias
et al.,, 2010). Im Bereich der Putenschlachtung berichteten Clouser et al. (1995) Uber
signifikante Reduktionen der aeroben mesophilen Keimzahlen um etwa eine log-Stufe

jeweils nach dem Rupfen und nach dem Kiihlen der Karkassen.
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Abbildung 2 stellt die Anderung der mittleren aeroben mesophilen Keimzahlen in

unterschiedlichen Broilerschlachtbetrieben durch verschiedene Prozessschritte dar.
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Abbildung 2: Anderung der mittleren aeroben mesophilen Keimzahlen von Schlachtkérpern in
unterschiedlichen Broilerschlachtbetrieben (SB) im Laufe der Schlachtung

Um das Ausmald von fakaler Verunreinigung wahrend der Schlachtung zu beurteilen, wird
haufig die Anzahl an Enterobacteriaceae oder bestimmter Vertreter, wie zum Beispiel die
Anzahl an Coliformen- oder E. coli-Keimen, bestimmt (Whyte et al., 2003; Cason und Hinton,
2006; Barco et al., 2014). Abbildung 3 stellt die Anderung der Enterobacteriaceae-
Keimzahlen in  unterschiedlichen  Broilerschlachtbetrieben  durch  verschiedene
Prozessschritte dar. Dabei zeigte sich meist eine Abnahme der Enterobacteriaceae-
Keimzahlen nach dem Bruhen, Rupfen und Waschen. Nach der Eviszeration und nach dem

Kihlen wurde sowohl Uber Zunahmen als auch Uber Abnahmen der Keimzahlen berichtet
(vgl. Abb. 3).
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Abbildung 3: Anderung der mittleren Enterobacteriaceae-Keimzahlen von Schlachtkdrpern in
unterschiedlichen Broilerschlachtbetrieben (SB) im Laufe der Schlachtung

Gill et al. (2005) verglichen den Einfluss unterschiedlicher Probenahmemethoden auf den
Nachweis der aeroben mesophilen Keimzahlen, der Anzahl an Coliformen und der Anzahl an
E. coli bei Broilerkarkassen. Dabei zeigte sich, dass die Unterschiede zwischen der
Entnahme einer Hautprobe aus unterschiedlichen Stellen des Schlachtkérpers und einer
Karkassenspulprobe bei den jeweiligen Keimgruppen weniger als 0,5 log-Stufen betrug.
Nach der Tupferprobenahme wurden bei etwa der Halfte der Proben Unterschiede von Uber
0,5 log-Stufen in den Keimzahlen zwischen den unterschiedlichen Probentypen festgestellt
(Gill et al., 2005). Auch durch Zhang et al. (2012) wurden keine signifikanten Unterschiede in
den aeroben mesophilen Keimzahlen und in der Anzahl an Enterobacteriaceae zwischen der
Hautprobe und der Spllprobe nachgewiesen. Die aeroben mesophilen Keimzahlen lagen im
Mittel bei log 4,30 KbE/cm? in der Hautprobe und bei log 4,60 KbE/cm? in der Spiilprobe bei

nach der Eviszeration entnommenen Karkassen (Zhang et al., 2012).

Giombelli et al. (2013) fanden bei einem Vergleich der Nackenhautprobe, der
Karkassenspulprobe und der Haut-Muskel-Probe keine signifikanten Unterschiede in den
aeroben mesophilen Keimzahlen und Enterobacteriaceae-Zahlen. Jedoch wurden mittels der

Karkassenspulprobe um 0,46 und 0,51 log-Stufen signifikant hohere E. coli-Zahlen auf
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denselben Broilerkarkassen nachgewiesen als mit der Nackenhaut und Haut-Muskelprobe
(Giombelli et al., 2013).

Cibin et al. (2014) untersuchten die Anzahl von Enterobacteriaceae und E. coli in sieben
unterschiedlichen Broilerschlachtbetrieben in der EU. Dabei zeigte sich, dass Karkassen mit
unter 2 kg und Uber 3 kg Gewicht starker kontaminiert waren als Karkassen der mittleren
Gewichtskategorie (2—3 kg). Weitere Faktoren, die die Kontamination mit Enterobacteriaceae
und E. coli beeinflussten, waren der Anteil an ausgemusterten Tieren und intestinalen
Rupturen innerhalb der Schlachtchargen sowie die Art der Rupfanlage des Schlachtbetriebes
(Cibin et al., 2014).

Auch ein Monitoring der visuellen fakalen Kontamination von Karkassen nach der
Eviszeration kann als Indikator fir die Schlachthygiene benutzt werden. Allerdings besteht
oft keine direkte Korrelation zwischen der fakalen Verunreinigung und dem Vorkommen von
pathogenen Bakterien auf Karkassen (Cibin et al., 2014). Karkassen kdnnen auch ohne
visuelle fakale Kontamination mit Enterobacteriaceae, wie Salmonella oder E. coli, belastet
sein (Bilgili et al., 2002; Jiménez et al., 2002; Jiménez et al., 2003).

Die Bestimmung bestimmter Indikatorkeime, wie der aeroben mesophilen Keimzahl, kann
Hinweise Uber die Hygiene wahrend der Gefligelschlachtung geben. Allerdings ist noch nicht
eindeutig geklart, inwieweit das Senken der Anzahl an bestimmten Indikatorkeimen auch zu
einer Senkung der Anzahl an pathogenen Bakterien auf Gefligelkarkassen fuhrt. Williams et
al. (2015) werteten Daten von insgesamt 182 Schlachtbetrieben zur mikrobiellen
Kontamination von Broilerkarkassen nach dem Rupfen und nach dem Kihlen aus. Die
Autoren teilten die untersuchten Schlachtbetriebe nach der Hohe der Reduktion der aeroben
mesophilen  Keimzahl im Laufe der Schlachtung in zwei Gruppen auf.
Hahnchenschlachtbetriebe mit hoheren Reduktionen (>2,0 log-Stufen) der aeroben
mesophilen Keimzahl zeigten eine um 0,91, 0,82 bzw. 0,87 log-Stufen hdhere mittlere
Reduktion von E. coli-, Campylobacter- bzw. Salmonella-Bakterien als Betriebe mit
niedrigeren Reduktionen (<2,0 log-Stufen) der aeroben mesophilen Keimzahl (Williams et al.,
2015). In einer Studie von Duffy et al. (2014) wurde eine signifikante Korrelation zwischen
den Campylobacter- und den E. coli-Keimzahlen auf Hahnchenkarkassen nachgewiesen.
Das Bruhen der Hahnchenkarkassen fiihrte zu einer Reduktion der Campylobacter-
Keimzahlen um log 1,8 KbE/Karkasse und der E. coli-Keimzahlen um log 1,3 KbE/Karkasse
(Duffy et al., 2014). Andere Studien fanden wiederum keine Korrelation zwischen der
aeroben mesophilen Keimzahl, der Anzahl an Enterobacteriaceae oder E. coli und der
Anzahl an Salmonella oder Campylobacter auf Broilerkarkassen (Kotula und Pandya, 1995;
Cason et al., 1997; Zweifel et al., 2015).
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In der EU-Verordnung 2073/2005 sind als Prozesshygienekriterien fur Karkassen von
Rindern, Ziegen, Schafen, Pferden und Schweinen die aerobe mesophile Keimzahl und die
Anzahl an Enterobacteriaceae definiert. Fur Broilerkarkassen ist bisher nur die Untersuchung
von Salmonellen auf Nackenhduten nach dem Kuhlen als Prozesshygienekriterium
angegeben. Salmonella spp. durfen in 25 g Probe nicht nachweisbar sein (Anonymous,
2005).

Fur im Verkehr befindliches rohes Gefllgelfleisch wurden von der Deutschen Gesellschaft
fur Hygiene und Mikrobiologie (DGHM) Empfehlungen fur mikrobiologische Richt- und
Warnwerte veroffentlicht (vgl. Tab 1). Diese sind nicht rechtsverbindlich, kdnnen aber als
Orientierung zur ldentifizierung von Hygieneschwachstellen im Herstellungsprozess dienen
(DGHM, 2011).

Tabelle 1: Mikrobiologische Richt- und Warnwerte fiir im Verkehr befindliches rohes
Geflugelfleisch, das nicht gewiirzt wurde (DGHM, 2011)

Richtwert (KbE*/g) Warnwert (KbE*/g)

Aerobe mesophile Koloniezahl 5x 10° -
Enterobacteriaceae 1x10* 1x10°
Escherichia coli 5x10° 5x10°
Pseudomonaden 1x10° -
Koagulase-positive Staphylokokken 5 x 10° 5x 10°
Salmonella - n.n.**in25g
Listeria monocytogenes - 1x10°

*KbE= Koloniebildende Einheit
**n.n.= nicht nachweisbar

2.2 Salmonella

2.2.1 Taxonomie und Eigenschaften

Salmonellen gehdren zur Familie der Enterobacteriaceae (vgl. Abb. 4). Unter dem Mikroskop
zeigen sie sich nach Gramfarbung als Gram-negative, meist peritrich begeielte und nicht-
sporenbildende Stabchenbakterien (Le Minor und Popoff, 1987). Salmonellen kdnnen
fakultativ aerob wachsen. Die optimalen Wachstumsbedingungen fir Salmonellen liegen bei
etwa 30 bis 45 °C und bei pH-Werten in einem neutralen Bereich. Eine Vermehrung von
Salmonellen ist bei Temperaturen zwischen etwa 5 und 47 °C und bei pH-Werten zwischen
etwa 5,0 und 9,0 mdglich (D'Aoust, 1991; Foster, 1991). Salmonellen wachsen optimal bei
a,-Werten von etwa 0,99; einige Stamme koénnen auch bei niedrigen a,-Werten von etwa
0,92 noch uberleben (Mattick et al., 2000).
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Abbildung 4: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Salmonelia spp. (Quelle: Institut fiir
Mikrobiologie und Biotechnologie, Max Rubner-Institut)

Bakterien der Gattung Salmonella werden in zwei Spezies, S. enterica und S. bongori,
eingeteilt. Zu der Spezies S. enterica gehéren wiederum sechs Subspezies (S. enterica
subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp.
diarizonae, S. enterica subsp. houtenae und S. enterica subsp. indica (vgl. Guibourdenche
et al., 2010). Zusatzlich werden Salmonellen nach dem White-Kauffmann-Le-Minor-Schema
anhand der Agglutination des O-Antigens und des H-Antigens mit spezifischen Antiseren
charakterisiert. Dadurch erfolgt eine Einteilung in Serovare, die durch eine spezifische
Antigenformel oder im Falle von S. enterica subsp. enterica-Serovaren anhand eines
Namens (z.B. Salmonella Infantis) angegeben werden. Im Jahr 2014 wurden so insgesamt
2659 Salmonella-Serovare beschrieben; mit insgesamt 1586 Serovaren gehdéren die meisten

dieser Serovare zu S. enterica subsp. enterica (Issenhuth-Jeanjean et al., 2014).

2.2.2 Salmonellose des Menschen

Infektionen mit Salmonella enterica subsp. enterica gehdren neben Infektionen mit
Campylobacter spp. zu den haufigsten Zoonosen in der EU und in Deutschland (RKI, 2015;
EFSA und ECDC, 2015). Zu einer Ubertragung kommt es in der Regel durch die orale
Aufnahme von kontaminierten Lebensmitteln oder Wasser (Uzzau et al., 2000). Fir eine
Erkrankung nach der oralen Aufnahme kann bei einer Salmonellose eine Vielzahl an
Pathogenitatsfaktoren verantwortlich sein, die eine Anheftung (Adhasion) und das Eindringen
(Invasion) in Darmepithelzellen ermdglichen. Die dafur erforderlichen Gene liegen haufig auf
spezifischen Genabschnitten, den sogenannten Pathogenitatsinseln, die neben der

krankmachenden Wirkung auch die Biofilmbildung beeinflussen kénnen (Que et al., 2013).

Die ausschlieRlich an den Menschen adaptierten Serotypen S. Typhi und S. Paratyphi sind

Erreger des Typhus bzw. Paratyphus. Diese Erkrankungen sind durch eine systemische,
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fieberhafte Erkrankung gekennzeichnet. Durch andere Serovare ausgeloste Erkrankungen
des Menschen werden durch sogenannte nichttyphoidale Serovare ausgeldst. Dabei ist die
Erkrankung in der Regel durch eine auf den Darm beschrankte Enteritis mit Durchfall
charakterisiert (Uzzau et al., 2000; Santos et al., 2014).

In den letzten Jahren haben Infektionen mit Salmonellen beim Menschen in der EU und in
Deutschland kontinuierlich abgenommen (EFSA und ECDC, 2015; RKI, 2015). Im Jahr 2013
wurden noch insgesamt 82.694 bestétigte Salmonellosefélle in der EU gemeldet - 7,9 %
weniger als im Jahr 2012. Die am haufigsten isolierten Serovare S. Enteritidis und S.
Typhimurium waren fur 39,5 % und 20,2 % der gemeldeten Erkrankungsfalle verantwortlich,
verzeichneten jedoch eine Abnahme von 14,1 % (S. Enteritidis) bzw. 11,1 % (S.
Typhimurium) im Vergleich zu den Vorjahren (2012 und 2011). Ausbriche mit Salmonellen
wurden am haufigsten mit dem Verzehr von Eiern und Eiprodukten (44,9 %), Stldwaren und
Schokolade (10,5 %) sowie mit Schweinefleisch und —produkten (8,9 %) in Verbindung
gebracht. Der Verzehr von Broilerfleisch und —produkten von Gallus gallus Zuchtherden war
auf 5,1 % der Ausbriche zuriickzufiihren (EFSA und ECDC, 2015).

2.2.3 Nachweis und Charakterisierung

Der Nachweis von Salmonella spp. erfolgt routinemaRig mittels standardisierter
Referenzverfahren. In verschiedenen EU-Rechtsnormen (VO (EG) 200/2010, VO (EG)
200/2012, VO (EG) 2073/2005) wird zur Beprobung von Salmonellen beim Gefligel die
Referenzmethode nach DIN EN ISO 6579 vorgeschrieben. Auch andere, nach EN/ISO
16140 validierte Verfahren kénnen angewandt werden (Anonymous, 2005; Anonymous,
2010; Anonymous, 2012). Nach EN ISO 6579 werden in der Regel 25 g oder 25 ml
Probenmaterial mit der neunfachen Menge eines nichtselektiven Anreicherungsmediums
(gepuffertes Peptonwasser) homogenisiert und 24 h bei 37 °C bebritet. Dieser
Voranreicherungsschritt kann die Isolationsrate von Salmonella spp. erhdhen, weil subletal
geschadigte Zellen wiederbelebt werden kénnen (Edel und Kampelmacher, 1973). Nach der
Voranreicherung erfolgt eine selektive Anreicherung in Rappaport-Vassiliadis (RV)-Bouillon
mit Soja (24 h, 42 °C) sowie in Muller-Kauffmann-Tetrathionat-Novobiocin (MKKTn)-Bouillon
(24 h, 37 °C). Fir die Isolierung auf feste Nahrmedien wird Xylose-Lysin-Desoxycholat
(XLD)-Agar sowie ein zweites Medium nach Wahl verwendet. AnschlieBend werden einzelne
verdachtige Kolonien auf ein Nahragar ausgestrichen, um Reinkulturen zu erhalten, die fir

die biochemische und serologische Bestatigung notwendig sind (vgl. Tab. 2; ISO, 2007).
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Tabelle 2: Biochemische Merkmale zur Identifizierung von Salmonellen (in Anlehnung an
Stephan et al., 2014)

Biochemische Eigenschaft Ergebnis

Oxidase negativ

Katalase positiv

Indol-Bildung negativ

Urease negativ

H,S-Bildung positiv

Laktosefermentation negativ (Ausnahme: S. enterica subsp. arizonae/diarizonae)
Methylrot-Reaktion positiv

Citratverwertung positiv (Ausnahme: Salmonella Typhi, Gallinarum, Sendai)
Voges-Proskauer-Test negativ

Lysindecarboxylase positiv

Ornithindecarboxylase positiv (Ausnahme: Salmonella Typhi)

De Smedt et al. (1986) modifizierten aus dem flissigen RV-Medium ein halbfestes Modified
semisolid Rappaport Vassiliadis-Medium (MSRV). In diesem konnte die Beweglichkeit von
Salmonellen durch Tribung des Nahrmediums nachgewiesen werden, wahrend das
enthaltene Novobiocin die Begleitflora unterdrickte (De Smedt et al., 1986). Voogt et al.
(2001) verglichen das RV-Medium mit dem halbfesten MSRV-Medium und dem Diagnostic
Semi-solid Salmonella-Agar (DIASALM) zur Isolierung von Salmonellen aus Fazes von
Broilern und Legehennen. Die halbfesten Medien zeigten bei beiden Tiergruppen eine
héhere Nachweisrate fur Salmonella spp. als das RV-Medium: Nach Anreicherung im RV-
Medium wiesen 60 % der Broilerproben Salmonellen auf, wahrend in DIASALM 88 % und im
MSRV-Medium 93 % der Proben positiv waren (Voogt et al., 2001).

Um Salmonellen mittels kultureller Methoden zu quantifizieren, kann entweder ein direkter
Ausstrich der Verdunnung auf selektiven Nahrbdden wie dem XLD-Agar oder eine Most-
Probable-Number (MPN)-Methode angewandt werden. Der direkte Ausstrich eignet sich
dabei fur den Nachweis von Salmonella-Zahlen von tUber 100 KbE/g bzw. tUber 100 KbE/ml,
allerdings ist die Sensitivitat geringer als bei Methoden mit Voranreicherung (Jargensen et
al., 2002; Malorny et al., 2008; Brichta-Harhay et al., 2008). Brichta-Harhay et al. (2008)
fuhrten eine Keimzahlung mittels direkten Ausstreichens sowie eine Anreicherung bei
Karkassenspulproben von Broilern aus der Schlachtung durch. Dabei zeigte sich, dass
mittels Anreicherung 95 bis 100 % der Karkassen vor dem Kuhlen Salmonella positiv waren,
wahrend durch das direkte Ausstreichen etwa 50 % derselben Karkassen ein positives

Ergebnis zeigten. Bei den Karkassenspulproben nach dem Kuhlen wurden in 41,7 % der
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Karkassen Salmonellen mittels Anreicherung und in 28,3 % der Karkassen Salmonellen

mittels direktem Ausstrich und Keimzahlung nachgewiesen (Brichta-Harhay et al., 2008).

Zur Durchfiihrung der MPN-Methode werden Dezimalverdinnungen der Probe in einem
Drei- oder Funffachansatz angelegt und der Nachweis erfolgt entsprechend DIN EN ISO
6579 (Horizontales Verfahren zum Nachweis von Salmonella spp.). Die Berechnung der
Keimzahl in MPN/g erfolgt anhand der Anzahl positiver Verdunnungen unter
Bertcksichtigung der jeweiligen Menge der Probe in der Verdinnung (Malorny et al., 2008).
Fravalo et al. (2003) entwickelten eine Mini-MPN-Methode, die den semiquantitativen
Nachweis geringer  Salmonella-Keimzahlen  auf unterschiedlichen  Stufen der
Lebensmittelkette ermdglicht, aber mit weniger Material- und Zeitaufwand verbunden ist als
die klassischen MPN-Methoden. Dabei erfolgte die Verdiunnung der Anreicherung in
gepuffertem Peptonwasser auf 12-Well-Mikrotiterplatten unter Zuhilfenahme von
Multikanalpipetten. Die Autoren testeten die Nachweismethode an 120 Nackenhautproben
von Salmonella-positiven Putenherden und konnten bei neun der untersuchten
Nackenhautproben eine Keimzahl von jeweils weniger als 10 MPN/g nachweisen (Fravalo et
al., 2003).

Die Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) ist eine Standardmethode zur Typisierung von
Salmonella-Isolaten bei epidemiologischen Fragestellungen und bei Ausbruchsgeschehen
(Zou et al., 2010). Sie beginnt mit einer Isolierung und Aufspaltung der DNA mittels eines
Restriktionsenzyms. Nach dem standardisierten PulsNet Protokoll wird hierfir das Enzym
Xbal als primares Enzym verwendet. Als zweites und drittes Enzym sind Avrl und Spel
aufgefuhrt, falls die PFGE-Muster mit dem primaren Enzym nicht unterscheidbar sind. Die
Auftrennung der gespaltenen DNA-Fragmente erfolgt im elektrischen Feld mit periodischen
Richtungswechseln fir 18 bis 19 oder 19 bis 20 Stunden je nach angewandtem
Elektrophorese-Gerat. Anschlie3end erfolgt eine Farbung und visuelle Sichtbarmachung des
PFGE-Musters (CDC, 2013). Genetische Verwandtschaftsbeziehungen zwischen
verschiedenen Salmonella-Isolaten lassen sich mittels PFGE entlang der Lebensmittelkette
oder der Schlachtung verfolgen (Kim et al., 2007; Rasschaert et al., 2008).

2.2.4 Vorkommen bei Zucht- und Masthahnchen

Fir die Mitgliedstaaten der EU gilt mit Einfihrung der Verordnung (EG) 2160/2003 zur
Bekampfung von Salmonellen und bestimmten anderen durch Lebensmittel Ubertragbaren
Zoonoseerregern das Ziel der Senkung der Préavalenz von Salmonella-Serotypen, die von
Belang fiir die offentliche Gesundheit sind (vgl. Anhang 3 der VO (EG) 2160/2003). Die dazu
durchgeflhrten Bekdmpfungsmalinahmen sollen alle Stufen vom Erzeuger zum Verbraucher
umfassen (Anonymous, 2003). So besteht nach der VO (EG) 200/2010 zur Durchflihrung der
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Verordnung (EG) Nr. 2160/2003 das Ziel der Senkung der funf beim Menschen am
haufigsten auftretenden Serotypen (S. Enteritidis, S. Infantis, S. Hadar, S. Typhimurium bzw.
S. Virchow) auf < 1 % bei erwachsenen Gallus-gallus-Zuchtherden (Anonymous, 2010).
Dieses Ziel wurde im Jahr 2013 von 22 EU-Mitgliedstaaten sowie von Island, Norwegen und
der Schweiz erreicht. Insgesamt wurden im Jahr 2013 in nur 0,36 % der getesteten
Zuchtherden die funf haufigsten Serovare nachgewiesen, sodass die Pravalenzen seit dem
Jahr 2007 (1,4 % positiver Herden) rucklaufig sind. Im Jahr 2013 betrug der Anteil aller
nachgewiesener Salmonella-Serovare in 23.783 getesteten Zuchtherden aus Landern, die
KontrollmaRnahmen entsprechend der Verordnung 2160/2003 durchfihren, 1,1 % (EFSA
und ECDC, 2015).

Auch die Pravalenz von Salmonella spp. in Masthahnchenherden zeigte in den letzten
Jahren einen rucklaufigen Trend in der EU. Die in der VO (EG) 200/2012 definierten Ziele
zur Senkung der Pravalenz von S. Typhimurium und S. Enteritidis auf < 1 % wurden von 26
Mitgliedstaaten sowie von lIsland, Norwegen und der Schweiz erflillt. Insgesamt waren von
234.052 untersuchten Herden 3,7 % Salmonella spp.- positiv. Die Serovare S. Typhimurium
und S. Enteritidis wurden in 0,2 % der beprobten Herden nachgewiesen (EFSA und ECDC,
2015).

In Deutschland besteht nach der Gefligel-Salmonellen-Verordnung die Pflicht zur
Durchfihrung von betriebseigenen Kontrollen in Britereien, Zucht-, Aufzucht-, Legehennen-,
Hahnchenmast- und Putenbetrieben. Bei positiven Befunden besteht flir Britereien und
Zuchtbetriebe die Pflicht zur Mitteilung des Verdachts auf eine Infektion mit Salmonellen der
Kategorie 1 (S. Typhimurium, S. Enteritidis), der Kategorie 2 (S. Hadar, S. Virchow und S.
Infantis) oder mit Salmonella Gallinarum Pullorum. Fur Aufzucht-, Mast- und
Legehennenbetriebe gilt die Mitteilungspflicht fir Salmonellen der Kategorie 1 und
Salmonella Gallinarum Pullorum. Ausgenommen von der Mitteilungspflicht sind die
jeweiligen Impfstdmme (Anonymous, 2014). So wurden im Jahr 2013 bei 2,1 % von 705
getesteten Zuchthihnerherden bekampfungsrelevante Salmonella-Serovare gemeldet,
sodass das EU-Ziel von = 1 % positiver Herden Uberschritten wurde. Von 22.216
untersuchten Masthahnchenherden waren 1,5 % Salmonella spp.-positiv (EFSA und ECDC,
2015).

2.2.5 Vorkommen im Hahnchenfleisch

Das Vorkommen von Salmonellen in Hahnchenfleisch wird durch die Beprobung wahrend
der Schlachtung, wahrend des Zerlegens oder im Einzelhandel Gberwacht. In der EU betrug
im Jahr 2013 der Anteil positiver Proben aus diesen drei Stufen der Produktion insgesamt
35 % (EFSA und ECDC, 2015). In Deutschland wurden entsprechende
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Pravalenzuntersuchungen im Rahmen des Zoonosenmonitorings im selben Jahr
durchgefuhrt: In insgesamt 11,5 % der Halshautproben aus dem Schlachthof, 5,8 % der
frischen Hahnchenfleischproben aus Verarbeitungsbetrieben und 4,0 % der Proben aus dem
Einzelhandel wurden Salmonellen nachgewiesen (BVL, 2015). Dabei wurden nur in 1,0 %
der Blinddarmproben derselben Herden Salmonella spp. nachgewiesen, was darauf
hinweist, dass der Schlachtprozess die Kontaminationsrate erhdhte (BVL, 2015). In einer
belgischen Studie von Rasschaert et al. (2008) nahm die Anzahl an Salmonella-positiven
Herden nach der Schlachtung ebenfalls zu. Die Autoren wiesen bei 7 von 56 (13 %)
untersuchten Herden Salmonella spp. im Darmtrakt bei der Schlachtung nach. Nach der
Schlachtung waren die Karkassen von 31 (55 %) Herden Salmonella positiv. In 138 von
1220 (12 %) aller nach der Eviszeration gezogenen Nackenhautproben wurden Salmonella

nachgewiesen (Rasschaert et al., 2008).

Je nach Schlachtbetrieb kann die Salmonella-Belastung von Broilerkarkassen
unterschiedlich hoch sein (Heyndrickxs et al.,, 2002; Franz et al., 2012). Auch kann die
durchgefiihrte Probenahmemethode die Nachweisrate beeinflussen. Typische Proben fir
den Nachweis von Salmonella in Broilerkarkassen sind die Nackenhautprobe, die
Karkassenspulprobe und die Haut-Muskel-Probe. Giombelli et al. (2013) fanden zwischen
den drei Probenahmeverfahren keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des
Nachweises von Salmonella spp. Salmonellen wurden in 10,0 % der Haut-Muskel-Proben, in
11,3 % der Karkassenspulproben und in 15,0 % der Nackenhautproben bei jeweils
denselben Karkassen nachgewiesen (Giombelli et al., 2013). In der Studie von Cox et al.
(2014) wurden in insgesamt 52 % der Nackenhautproben und 60 % der Spllproben von
nach der Eviszeration beprobten Karkassen Salmonellen detektiert. Nach der Kihlung waren

jeweils 5 % der Nackenhaut- und der Spulproben Salmonella positiv (Cox et al., 2014).

Das Vorkommen von Salmonella spp. im Brihwasser und auf den Schlachtkorpern im Laufe

der Broilerschlachtung ist in Tabelle 3 dargestellt.
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Tabelle 3: Vorkommen von Salmonella spp. wahrend der Broilerschlachtung

Salmonella-Pravalenz % (Keimzahlmittelwerte)

Referenz BW B R E w K Material
Lillard et al. 11,9 11,9 14,3 14,3 36,9 Spllprobe
(1990)
Carraminana 75,0 55,0 60,0 70,0 60,0 Tupferprobe
et al. (1997)
Cason et al. 23,3 20,0 19,0 Spulprobe
(1997)
Reiter et al. 16,7 0 0 6,7 0 3,3 Hautprobe/
(2007) Muskelprobe
Berrang et al. 59,0 11,0 Spulprobe
(2008a)
Matias et al. 3,7 11,1 14,8 3,7 Tupferprobe/
(2010) Betrieb 1

0 6,7 6,7 6,7 Tupferprobe/

Betrieb 2

Brichta- 95 100 41,7 Spiilprobe’
Harhay et al. (1,56) (0,75) (-1,29)
(2008)
Svobodova et (2,11) (1,56) (<1.53) (<1.08) Spiilprobe”
al. (2012)
Berghaus et 43,0 18,2 2,4 Sp[]lprobe2
al. (2013) (2,77) (2,57) (2,32)
Rivera-Pérez 30,0 30,0 40,0 10,0 10,0 Spiilprobe®
et al. (2014) (3,6) (3,9) (3,9) (5,1)

BW=Briuhwasserproben, Schlachtkérperproben (B=nach Briuhen, R=nach Rupfen, E=nach
Eviszeration, W=nach Waschen, K=nach Kihlen), 'Keimzahl in log KbE/ml, ’Keimzahl in log
MPN/Karkasse, *Keimzahl in log KbE/Karkasse

2.3 Campylobacter

2.3.1 Taxonomie und Eigenschaften

Campylobacter gehéren zur Familie der Campylobacteriaceae, zu der auch die Gattungen
Arcobacter und Sulfurospirillum gehdren. Sie sind Gram-negative, nicht-sporenbildende, s-
férmige oder spiralige Stabchen mit einer uni- oder bipolaren Begeif3elung und einer Lange
von bis zu 5 ym (vgl. Abb. 5). Unter einem Lichtmikroskop ist bei frischen Kulturen eine
ausgepragte Beweglichkeit erkennbar, wahrend bei alteren Kulturen degenerierte, kokkoide
Zellformen auftreten kénnen. Bei unglinstigen Umweltbedingungen kénnen Campylobacter
spp. in ein sogenanntes viable but non-culturable (VBNC)-Stadium Ubergehen. In diesem
Zustand sind Campylobacter weiterhin Uberlebensfahig und potentiell infektiés, aber nicht

mehr durch kulturelle Methoden anziichtbar. Das Wachstumsoptimum von Campylobacter
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spp. liegt bei Temperaturen zwischen 30 und 42 °C. Nach einer 48-stiindigen Anreicherung
in einer mikroaeroben Atmosphare bilden sich auf festen Nahrbéden meist graue und flache
Kolonien, die Uber dem Agar schwarmen kénnen (Sebald und Véron,1963; Rollins und
Colwell, 1987; Corry et al., 1995; Baylis et al., 2000).

Abbildung 5: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Campylobacter spp. (Quelle: Institut
fur Mikrobiologie und Biotechnologie, Max Rubner-Institut)

Die Gattung Campylobacter umfasst derzeit insgesamt 33 Spezies (List of Prokaryotic
names with Standing in Nomenclature, September 2015). Dabei sind C. jejuni und C. coli die

wichtigsten humanpathogenen Spezies (RKI, 2015).

2.3.2 Campylobacteriose des Menschen

Die Campylobacteriose des Menschen tritt weltweit und meist sporadisch auf. Der Grofteil
der Infektionen wird mit dem Verzehr von Lebensmitteln in Verbindung gebracht. Vor allem
der Verzehr von rohem Hahnchenfleisch und nicht pasteurisierter Milch gelten als
Risikofaktoren (Schmid et al., 1987; Wingstrand et al., 2006; Domingues et al., 2012). Zu
einer Ubertragung kann es auch durch den direkten Kontakt mit lebenden Tieren kommen.
So wurde C. jejuni aus Fazes von zahlreichen Haustieren, darunter Rindern, Schafen,
Schweinen, Pferden, Hihnern, Hunden und Katzen, isoliert (Devane et al., 2005; Gilpin et
al., 2008; Moriarty et al., 2015). Daneben sind sporadische Infektionen Uber kontaminiertes
Wasser oder direkten Kontakt mit infizierten Personen dokumentiert (Blaser et al., 1983;
Skirrow, 1991).

In experimentellen Untersuchungen wurde gezeigt, dass bereits die Aufnahme von wenigen
hundert Keimen eine Erkrankung beim Menschen ausldsen kann (Robinson et al., 1981;
Black et al., 1988). Nach einer Inkubationszeit von ein bis sieben Tagen kénnen klinische
Symptome auftreten, die meist von wassrigen bis blutigen Durchfallen mit Fieber, Mudigkeit

sowie Bauch- und Kopfschmerzen gekennzeichnet sind. In der Regel klingen die Symptome
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innerhalb weniger Tage ab, jedoch kann es selten zu Komplikationen wie dem mit akuten
Lahmungen einhergehenden Guillain-Barré Syndrom kommen, an dem Schatzungen zufolge
etwa 0,1 % von mit C. jejuni infizierten Personen erkranken (Allos, 1997). Das durch
reaktive Arthritiden gekennzeichnete Reiter Syndrom tritt bei etwa 1,0 % der
Cambylobacteriose-Falle auf (Peterson et al., 1994; Altekruse et al., 1999). In
Industrielandern ist eine saisonale Zunahme der Erkrankungsfalle in den Sommermonaten
zu beobachten (Blaser et al.,, 1983; EFSA und ECDC, 2015). Dabei kénnen alle
Altersklassen an Campylobacteriose erkranken (Skirrow, 1991). In Deutschland war im Jahr
2014 die Inzidenz bei Kleinkindern unter drei Jahren und bei Erwachsenen zwischen 20 und
29 Jahren mit jeweils etwa 120 Erkrankungen pro 100.000 Einwohnern am héchsten (RKI,
2015).

Im Jahr 2013 wurden ca. 214.779 humane Campylobacter-Infektionen in der EU gemeldet.
Bei den meisten gemeldeten Campylobacter-Erkrankungen wurden C. jejuni (80,6 %) und C.
coli (7,1 %) isoliert, wahrend C. lari, C. fetus, und C. upsaliensis bei jeweils weniger als
1,0 % der Infektionen nachgewiesen wurden (EFSA und ECDC, 2015). In Deutschland
wurden im Jahr 2014 insgesamt 70.972 Campylobacter-Erkrankungen an das Robert Koch-
Institut gemeldet. Somit war die Campylobacter-Enteritis nach Norovirusinfektionen der
zweithaufigste Ausléser von mikrobiell bedingten Durchfallerkrankungen in Deutschland
(RKI, 2015).

2.3.3 Nachweis und Charakterisierung

Der Nachweis von Campylobacter spp. mittels kultureller Nachweismethoden erfolgt in einer
mikroaeroben Atmosphéare. Sauerstoffkonzentrationen von 5 bis 10 % und
Kohlenstoffdioxidkonzentrationen von 1 bis 10 % sind fir das Wachstum vieler Biotypen
geeignet (Bolton und Coates, 1983). Um Campylobacter spp. vor toxischen
Sauerstoffverbindungen zu schitzen, werden dem Nahrmedium Blut, Kohle oder eine
Mischung aus Eisensulfat, Natriummetabisulfit und Natriumpyruvat (FBP) zugesetzt (Bolton
et al., 1984; Corry et al., 1995).

Zum Nachweis von Campylobacter spp. bei unglinstigen Umweltbedingungen oder bei einer
hohen Begleitflora in der Probe wird eine Anreicherung empfohlen (Waage et al., 1999;
Newell et al., 2001). Als Anreicherungsmedien flir den Nachweis von Campylobacter spp.
nach DIN EN ISO 10272-1:2015 werden die Bolton-Bouillon und die Preston-Bouillon
aufgefuhrt. Nach der Anreicherung erfolgt ein Ausstrich auf mCCD-Agar (ISO, 2015). Ein
Vergleich der beiden Anreicherungsmedien durch Baylis et al. (2000) zeigte, dass die Bolton-
Bouillon hinsichtlich des Wachstums und des inhibitorischen Effektes gegeniber der

Begleitflora in Lebensmittelproben den besseren Kompromiss bot (Baylis et al., 2000). In
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Untersuchungen von Habib et al. (2011) wurden verschiedene Kombinationen von flissigen
und festen Nahrmedien fir den Nachweis von Campylobacter spp. in Hahnchenfleisch
verglichen. Hierbei zeigte die Anreicherung in Preston-Bouillon fur 24 h eine hohere
Campylobacter-Nachweisrate (20/49) als die Anreicherung in Bolton-Bouillon fir 48 h
(15/49), wenn die Kultur nach der Anreicherung auf mCCDA ausgestrichen wurde (Habib et
al., 2011). Bei einem Vergleich von sechs verschiedenen festen Nahrboden durch Gun-
Munro et al. (1987) zeigten das mCCD-Agar und das Karmali-Agar die hdchsten
Isolierungsraten aus Fakalproben. Auch die Unterdriickung der fakalen Begleitflora war bei

mCCD- und Karmali-Agar am starksten (Gun-Munro et al., 1987).

Biochemische Tests zur Differenzierung von C. jejuni und C. coli sind der Katalase-, der
Hippurat-Hydrolyse- und der Indoxyl-Acetat-Test sowie die Resistenzbestimmung gegeniber
Nalidixinsdure und Cefalotin. Die meisten Campylobacter zeigen eine positive Oxidase-
Reaktion, wahrend Zucker nicht verwertet werden kann (Hébert et al., 1982; Steinbrueckner
et al., 1999). Ein Nachteil der Differenzierung von Campylobacter spp. mittels biochemischer
Tests ist die variable Aktivitat des Hippurathydrolyse-Enzyms bei einigen C. jejuni-Stammen.
Durch die Anwendung von PCR-basierten Nachweismethoden kénnen auch solche C. jejuni-
Stamme identifiziert werden, die keine Hippurathydrolyse synthetisieren (Steinbrueckner et
al., 1999; Miljkovi¢ -Selimovic¢ et al., 2014). Wang et al. (2002) entwickelten einen Multiplex-
PCR-Assay zum gleichzeitigen Nachweis von funf verschiedenen Campylobacter-Spezies.
Zum Nachweis von C. jejuni wurden die Gene hipO und 23S rRNA verwendet. C. coli, C. lari
und C. upsaliensis wurden Uber das glyA Gen und C. fetus subsp. fetus lber das sapB2 Gen

nachgewiesen (Wang et al., 2002).

Um genetische Verwandtschaftsbeziehungen innerhalb einzelner Campylobacter-Spezies zu
charakterisieren, kdbnnen verschiedene Typisierungsverfahren angewandt werden. Die Vor-

und Nachteile unterschiedlicher Genotypisierungsverfahren sind in Tabelle 4 aufgefuhrt.
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Tabelle 4: Vor- und Nachteile unterschiedlicher Genotypisierungsverfahren fiir die Typisierung
von Campylobacter spp. nach Eberle und Kiess (2012)

Typisierungsmethode Vorteil Nachteil

Diskriminierungsfahigkeit, Ungenauigkeiten aufgrund

Flagellin-Typisierung Zeitaufwand genetischer Rekombination

Diskriminierungsfahigkeit, Zeit-

Ribotypisierung Typisierbarkeit und Kostenaufwand
PFGE Diskriminierungsfahigkeit Kosten und Reproduzisrbarkeit
zwischen Laboratorien

Reproduzierbarkeit und Interpretation = Kosten und Komplexitat der
MLST .

der Ergebnisse Methode

C wps Komplexitat der Methode,

AFLP Diskriminierungsfahigkett, Verfalschung der Ergebnisse

Reproduzierbarkeit, Typisierbarkeit durch Fremd-DNA

Optimierung der
Reaktionsbedingungen u. U.
zeitaufwendig

PCR Diskriminierungsfahigkeit,
Reproduzierbarkeit,

PFGE=Pulsfeld-Gelelektrophorese, MLST=Multilocus-Sequence-Typing, AFLP=Amplified-Fragment-
Lenght-Polymorphism, PCR=Polymerase Chain Reaction

2.3.4 Vorkommen bei Masthahnchen und im Hahnchenfleisch

Die Pravalenz von Campylobacter-positiven Broilerherden nimmt in Landern mit gemaRigtem
Klima in den Sommermonaten zu (Nylen et al., 2002). Mdglicherweise spielt dabei das
vermehrte Auftreten von Campylobacter in der Umwelt, wie zum Beispiel in Wasserquellen,
bei Insekten oder Wildvogeln, eine Rolle (Kapperud et al., 1992; Broman et al., 2002; Hald et
al., 2008). Eine erhdhte Pravalenz wurde auch bei extensiv gehaltenen Broilerherden im
Vergleich zur konventionellen Haltung nachgewiesen (Heuer et al., 2001; Allen et al., 2011).
Vor allem ein héheres Alter von Broilern vor der Schlachtung ist als ein Risikofaktor fir die
Kolonisierung mit Campylobacter spp. identifiziert worden (Evans und Sayers, 2000;
McDowell et al., 2008; Sommer et al., 2013). In der Regel kommt es zur Infektion einer
Broilerherde im Alter von etwa zwei bis vier Wochen und zu einer raschen Ausbreitung der

Infektion innerhalb einer Herde (Jacobs-Reitsma et al., 1995; Newell und Fearnley, 2003).

Die von der European Food Safety Authority (EFSA) gesammelten Daten zum Vorkommen
von Campylobacter spp. in Broilerherden und Hahnchenkarkassen zeigten grofie
Unterschiede in der Pravalenz zwischen den verschiedenen EU-Mitgliedstaaten. Insgesamt
waren im Jahr 2013 etwa 20 % der Proben bei Broilern und etwa 30 % aller getesteten
Hahnchenfleischproben Campylobacter spp. positiv. Diese Daten werden jedoch dadurch
beeinflusst, dass Lander mit niedriger Campylobacter-Pravalenz haufig mehr Proben
untersuchten als Lander mit hdherer Pravalenz (EFSA und ECDC, 2015). In Deutschland
wurden im Rahmen des Zoonosenmonitorings im Jahr 2013 in 25,2 % der Blinddarmproben

von Masthahnchen und in 52,3 % der Halshautproben im Schlachthof Campylobacter spp.
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nachgewiesen, wahrend 37,5 % des Hahnchenfleisches aus dem Einzelhandel belastet
waren (BVL, 2015). Eine hdhere Pravalenz bei beprobten Schlachtkérpern im Vergleich zu
Blinddarmproben weist auf eine Kreuzkontamination mit Campylobacter spp. wahrend der
Schlachtung hin (Hue et al., 2010). Auch kénnen vor der Schlachtung Campylobacter-
negative Herden durch vorher geschlachtete positive Herden kontaminiert werden (Newell et
al., 2001; Reich et al., 2008; Wieczorek et al., 2015). Allen et al. (2007) wiesen eine
Campylobacter-Pravalenz von <30 % auf Karkassen von blinddarmnegativen Broilerherden
nach, die direkt nach anderen blinddarmnegativen Herden geschlachtet wurden. Die
Schlachtung von blinddarmpositiven Herden flihrte in mehreren Studien zu einem hohen
Anteil von 90 bis 100 % kontaminierter Karkassen (Rosenquist et al., 2006; Allen et al., 2007;
Reich et al., 2008; Seliwiorstow et al., 2015).

Der Nachweis von Campylobacter spp. auf Schlachtkérpern wird von der
Probenahmemethode beeinflusst. In Untersuchungen von Scherer (2007) wurden keine
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der Haut- und der Spllprobe bei
Hahnchenschenkeln aus dem Handel nachgewiesen. Der Median in den Hautproben betrug
4,0 log KbE/Schenkel und in den Spillproben 4,3 log KbE/Schenkel. Ebenso geringe
Unterschiede in den Keimzahlen zeigte das Spatelverfahren mit direktem Ausstreichen der
Probe im Vergleich zu einer MPN-Methode mit Anreicherung (Scherer, 2007). In einer Studie
von Jgrgensen et al. (2002) wurden unterschiedliche Probenahmemethoden fir den
Nachweis von Campylobacter spp. in frischen Hahnchenkarkassen aus dem Einzelhandel
verglichen. Dabei zeigte die Karkassenspullprobe eine ahnlich hohe Campylobacter-
Nachweisrate wie die Nackenhautprobe. Die ermittelten Mittelwerte der Campylobacter-
Keimzahlen lagen in der Spllprobe bei 4,9 log KbE/Karkasse und in der Nackenhautprobe
bei 4,1 log KbE/Karkasse. Durch die Kombination des Spulens der ganzen Karkasse und
des zusatzlichen Homogenisierens der Nackenhaut in der Spulflissigkeit wurden die

héchsten Keimzahlen von 5,1 log KbE/Karkasse ermittelt (Jargensen et al., 2002).

Wahrend der Schlachtung kann die Belastung der Schlachtkdrper durch verschiedene
Prozessschritte beeinflusst werden. So filhrte das Rupfen haufiger zu einer Zunahme der
Campylobacter-Konzentration auf Hahnchenkarkassen, wahrend das Brihen, Waschen und
Kidhlen zu Reduktionen fuhrte (Rosenquist et al., 2006; Allen et al., 2007; Zweifel et al.,
2015; Seliwiorstow et al., 2015). Studien, die die Campylobacter-Belastung von
Broilerkarkassen in mehreren Schlachtbetrieben untersucht haben, konnten Unterschiede
zwischen verschiedenen Schlachtbetrieben, aber auch in Abhangigkeit von der

geschlachteten Herde, feststellen (vgl. Tab. 5).
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Tabelle 5: Vorkommen von Campylobacter spp. wahrend der Broilerschlachtung

Keimzahlmittelwerte in log KbE/g bzw. log KbE/ml

Referenz BD BW B R E w K Material
Rosenquist et 6,96 2,75 3,23 2,54 Betrieb1/
al. (2006) Herde 1
6,65 1,90 2,40 1,43 Betrieb 1/
Herde 2
8,20 3,85 3,83 2,59 Betrieb 2/
Herde 4
7,72 3,93 3,93 3,24 Betrieb 2/
Herde 5
Allen et al. 3,9 4,2 3,8 3,8 Betrieb 4/
(2007) 9,1 5,0 5,1 4.1 Herde A
8,7 7,3 6,5 6,2 (1.-3. Charge)
31 6,8 5,4 4,3 Betrieb 4/
8,7 ’ 6,8 5,9 6,3 Herde B
9,6 7,8 6,4 6,7 (1.-3. Charge)
Betrieb 1/
4.4 5,0 5,9 5,7 Herde M
6.3 53 4.6 2,6 Betrieb 3/
7.9 5.5 6.1 5.5 Herde G,H,J
6,6 6,9 6,2 6,2 e
5.9 5.8 Betrieb 4/
54 4.7 Herde O,P,G
6,5 6,0 e
6,4 5,8
5,9 4.9 Betrieb 3/
5,5 4.4 Herde
7.0 5,0 R,S,T,UV
5,7 4,7/5,1
Zweifel et al. 1,40- 3,28 3,64 3,62 2,96 3,18 Betrieb A
(2015) 2,30*
2,00- 2,33 2,65 2,54 2,72 2,54 Betrieb B
2,40*
2,33 2,87 3,48 3,24 3,34 3,42 Betrieb C
Seliwiorstow 8,52- 3,18 3,63 3,12 Betrieb A
et al. (2015) 9,59
7,99- 3,76 4,28 3,26 Betrieb B
9,28
8,06- 3,58 3,86 3,43 Betrieb C
9,71
8,93- 2,98 3,40 2,69 Betrieb D
9,71

BD=Blinddarmproben,

BW=Briuhwasserproben,

Hautproben (B=nach Brihen,

R=nach Rupfen,

E=nach Eviszeration, W=nach Waschen, K=nach Kihlen), *aufeinanderfolgende Brihtanks
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2.4 Bekampfung von Salmonella und Campylobacter

KontrolimaRnahmen zur Reduktion von Salmonella und Campylobacter umfassen die ganze
Lebensmittelkette im Sinne des ,From stable to table“-Konzeptes. Die Grundlage fir die
Bekampfung in der EU bildet die Verordnung (EG) Nr. 2160/2003 des Europaischen
Parlaments und des Rates vom 17. November 2003 zur Bekampfung von Salmonellen und
bestimmten anderen durch Lebensmittel Ubertragbaren Zoonoseerregern. Diese regelt Ziele
und Malnahmen fir die Senkung der Pravalenz bestimmter Zoonosen auf allen Stufen der
Lebensmittelkette. Fir Salmonellen werden Mindestanforderungen fur die Beprobung von
Zucht- und Mastherden genannt. Aulerdem wird geregelt, dass frisches Gefllgelfleisch nur
dann in den Verkehr gebracht werden darf, wenn Salmonellen in 25 g nicht vorhanden sind
(Anonymous, 2003). Fir Campylobacter hingegen existieren derzeit noch keine gesetzlich
festgelegten Grenzwerte in Lebensmitteln (EFSA, 2011). Tabelle 6 gibt eine Ubersicht tiber
verschiedene Probenahmestellen fir Salmonella spp. entlang der Lebensmittelkette in
Verbindung mit den europaischen und nationalen Rechtsvorschriften.

Tabelle 6: Probenahmestellen fiir Salmonella in der Hahnchenfleischproduktion und
zugehorige Rechtsvorschriften (modifiziert nach Mead et al., 2010)

Stufe der Lebensmittelkette Probe Rechtsvorschriften (EG, DE)
Futtermittelherstellung Futtermittelzutaten VO (EG) 2160/2003
Futtermuhle (Umweltproben) GflSalmoV
Fertige Futtermittel VO (EG) Nr. 183/2005
Zuchtherden:
Briterei Schlupfbriter- VO (EG) 2160/2003
Hordenauskleidungen, VO (EG) 200/2010
Oberflachentupfer, GflISalmoV
zerbrochene Eischalen
Haltung Stiefelliberzieher,
Staubproben,
Kotproben
Broilerherden Stiefelliberzieher, VO (EG) 2160/2003
Staubproben, VO (EU) Nr. 200/2012
Oberflachentupfen GflISalmoV
Broilerschlachtung/ Halshaut von Schlachtkérpern VO (EG) 2160/2003
Zerlegung/ nach dem Kihlen, VO (EG) Nr. 2073/2005
Verarbeitung Haut-/Muskelprobe von
Huhnerteilen
In Verkehr gebrachte Hackfleisch/Faschiertes, VO (EG) 2160/2003
Erzeugnisse Geflugelfleischzubereitungen, VO (EG) Nr. 2073/2005

Frisches Geflligelfleisch

VO=Verordnung, @ EG=Europaische = Gemeinschaft, DE=Deutschland, GflSalmoV=Geflugel-
Salmonellen-Verordnung
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2.41 MaBRnahmen in der Primarproduktion

Die Kontrolle von Salmonella spp. sollte bereits in den Zuchtbetrieben und Britereien
erfolgen, da sowohl eine vertikale als auch eine horizontale Ubertragung méglich ist (Bailey
et al., 1994; Heyndrickx et al., 2002; Liljebjelke et al., 2005). Nach Infektion des Muttertieres
kénnen Salmonellen Uber die Fortpflanzungsorgane auf das Ei oder nach Eiablage Uber
fakale Kontamination und Penetration der Eischale Ubertragen werden (Gantois et al., 2009).
Die infizierten Kiken fihren zu einer weiteren Verbreitung der Salmonellen in der Briterei
oder wahrend der Mast (Cason et al., 1994; Heyndrickx et al., 2002).

Im Gegensatz zu Salmonellen spielt bei Campylobacter spp. die Kontamination Uber
infizierte Elterntiere nur eine geringe Rolle. Zwar konnten Campylobacter spp. in den
Fortpflanzungsorganen von Hennen nachgewiesen werden, allerdings ist unklar, ob dies zur
Infektion der Embryonen fihren kann (Camarda et al., 2000; Buhr et al., 2002; Newell und
Fearnley, 2003). Auch fir eine sekundare, fakale Ubertragung von Campylobacter spp. in
der Briterei existieren bisher keine epidemiologischen Beweise (EFSA, 2011). Callicott et al.
(2006) untersuchten etwa 60.000 Nachkommen von Campylobacter-positiven
Grolelterntieren. Bei keiner der Nachkommen, die unter Einhaltung strikter
Biosicherheitsmallnahmen aufwuchsen, konnten Campylobacter spp. in Kotproben
nachgewiesen werden (Callicott et al., 2006). Somit gelten Eintagskiken am Tag des
Schlupfens als frei von Campylobacter spp. (Newell und Fearnley, 2003; Callicott et al.,
2006).

Biosicherheitsmalinahmen in der Primarproduktion dienen dazu, die Exposition von nicht-
infizierten Tieren mit Krankheitserregern zu verhindern oder zu minimieren. Dabei kénnen
eine Vielzahl von belebten und unbelebten Vektoren zum Eintrag von Salmonellen oder
Campylobacter in Masthahnchenherden flihren. Fur Salmonellen ist bekannt, dass
Ungeziefer wie Fliegen, Kafer, Ratten oder Mause eine Vektor- und Reservoirfunktion haben
kénnen (Jones et al., 1991; Henzler und Opitz, 1992; Skov et al., 2004). Ergebnisse aus der
Studie von Skov et al. (2004) deuteten darauf hin, dass Kafer trotz Anwendung des Rein-
Raus-Prinzips als Vektoren zwischen zwei aufeinanderfolgend eingestallten Broilerherden
dienten und zur Ubertragung eines S. Indiana-Stammes flhrten. Hald et al. (2008) schatzten,
dass etwa 6.500 Fliegen pro Mastdurchgang uber die Luftungsanlagen eines Stalles
eingetragen wurden und fanden heraus, dass diese besonders in den warmen
Sommermonaten mit Campylobacter spp. belastet sein kdnnen. In einer anderen Studie
fuhrte die Installation von Fliegengittern zu einer Senkung der Campylobacter-Pravalenz in
Broilerherden (Hald et al., 2007). Vor allem Wasserquellen, kontaminierte Misthaufen oder
Fazes von Wildtieren au3erhalb des Stalles kbnnen Campylobacter spp. enthalten (Herman

et al., 2003). Da in einzelnen Broilerherden teilweise mehrere unterschiedliche
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Campylobacter-Genotypen nachweisbar sind, muissen unterschiedliche Eintragsquellen
berlcksichtigt werden (Alter et al., 2011).

Auch der Mensch wird als Risikofaktor fur den Eintrag von Salmonellen und Campylobacter
in nicht-infizierte Herden angesehen. Dabei erhoht sich das Risiko mit der Anzahl an
Personen, die sich um die Tiere kimmern, wie auch mit der Anzahl an Besuchern der
Tierhaltung (Arsenault et al., 2007b; EFSA, 2011). Besonders haufig sind die Gummistiefel
des Personals mit Salmonella (Marin et al., 2011) oder Campylobacter (Herman et al., 2003;
Ramabu et al., 2004) kontaminiert. In der Gefligel-Salmonellen-Verordnung wird daher das
Einrichten von Hygieneschleusen mit Stiefel- und Handwaschmoglichkeit vorgeschrieben
(Anonymous, 2014).

Eine weitere Moglichkeit der Bekampfung von Salmonella und Campylobacter in der
Primarproduktion ist die Behandlung des Trankewassers oder Futters. In einer Studie von
Byrd et al. (2001) wurde nach der Zugabe von 0,44 %-iger Milchsdure mit dem
Trankewasser wahrend des Futterentzugs eine Reduktion der Inzidenz von Salmonella und
Campylobacter im Kropf der Broiler festgestellt. Zudem reduzierte sich die Pravalenz von
Salmonella und Campylobacter auf den Karkassen nach der Schlachtung um 52,4 % bzw.
14,7 % im Vergleich zur Kontrollgruppe (Byrd et al., 2001). Kittler et al. (2013) untersuchten
den Effekt der Bakteriophagenapplikation gegen C. jejuni bei Campylobacter-positiven
Broilerherden. Hierbei zeigte sich eine Campylobacter-Reduktion von >3,2 KbE/g im
Blinddarminhalt bei der Schlachtung (Kittler et al., 2013).

In der EU wurden mehrere Lebend- und inaktivierte Impfstoffe fur die Vakzinierung von
Geflugel gegen Salmonellen zugelassen (EFSA Panel on Biological Hazards, 2004). In
Deutschland hat nach der Geflugel-Salmonellen-Verordnung der Besitzer eines
Huhnerzuchtbetriebes mit mehr als 250 Tieren die Kiken und Junghennen seines Bestandes
gegen Salmonella Enteritidis mit einem fur diesen Serotyp zugelassenen Impfstoff zu impfen
oder impfen zu lassen. Zudem besteht Impfpflicht gegen Salmonella Typhimurium im Falle
eines Verdachtes einer Infektion mit diesem Serotyp oder wenn im vorhergehenden
Aufzuchtdurchgang eine Infektion festgestellt wurde (Anonymous, 2014). Ein Vorteil der
Impfung von Broilerzuchtherden gegen Salmonellen wird darin gesehen, dass die
Nachkommen durch das Ubertragen von maternalen Antikérpern vor einer Infektion
geschutzt werden konnen (Si et al., 2014; Cony et al., 2015). Als Intervention gegen
Campylobacter spp. konnte noch kein Impfstoff entwickelt werden, der effektiv die

Kolonisierung bei Broilern reduzieren kénnte (EFSA, 2011; Hermans et al., 2011).

Die strengen Hygienemalnahmen in der Broilerproduktion fihren dazu, dass Kuken in den

ersten Lebenstagen nur langsam eine Darmflora entwickeln kénnen, die die Ansiedlung von
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pathogenen Bakterien verhindern kann. Nurmi und Rantala (1973) haben gezeigt, dass die
Verabreichung von Bakterien aus dem Kropf- und Darminhalt erwachsener Tiere an Kiken
diese vor einer Infektion mit Salmonellen schitzen kann. Dieser als Competitive Exclusion
(CE) bekannte Mechanismus wurde von verschiedenen Autoren auf die Wirksamkeit gegen
eine Ansiedlung mit Salmonella oder Campylobacter untersucht. Besonders nach der
Applikation von undefinierten CE-Kulturen konnte die Pravalenz von Salmonella-positiven
Broilerherden und die Konzentration von Salmonella und Campylobacter im Blinddarm von
Broilern gesenkt werden (Mead et al., 1996; Palmu und Camelin, 1997; Stern et al., 2001).
Weitere Ansatze zur Bekdmpfung von Salmonella und Campylobacter in der
Primarproduktion ist die Verabreichung von Probiotika oder von Bakteriozinen, die einen
hemmenden Effekt auf pathogene Bakterien ausiiben kénnen (Stern et al., 2006; Kim et al.,
2015).

2.4.2 MaBnahmen vor der Schlachtung

Fir den Transport zum Schlachthof werden Broiler entweder per Hand (Fangerkolonnen)
oder maschinell eingefangen. Der Transport zum Schlachtbetrieb erfolgt Gblicherweise in
Transportkafigen oder in Containersystemen bestehend aus mehreren Kompartimenten.
Haufig wird zum Ende der Mastperiode hin bereits ein Teil der Tiere einer Herde zur
Schlachtung abgeholt, damit die Gbrigen Tiere weiter an Gewicht zunehmen kénnen (EFSA,
2011; Léhren, 2012). Dies kann das Risiko des Eintrags von Salmonella oder Campylobacter
spp. in die Herde durch das Personal oder durch kontaminierte Transportkafige erhéhen
(Hald et al., 2001; Slader et al., 2002; Allen et al., 2008).

Ursache fur die Kontamination von Transportkafigen konnen die falsche Reinigung und
Desinfektion sein, insbesondere wenn organische Reste nicht vollstandig entfernt werden
oder wenn Temperatur und Konzentration des Desinfektionsmittels zu gering waren (Corry et
al.,, 2002). Slader et al. (2002) wiesen Salmonella und Campylobacter in Transportkafigen
bei Ankunft in den Mastbetrieb nach, obwohl die Transportkafige zuvor im Schlachtbetrieb
gewaschen worden waren. Nach dem Transport waren die Federn von vorher Salmonella-
und Campylobacter-negativen Tieren kontaminiert. Teilweise wurden dieselben Serotypen
auf den Transportkafigen, auf den Federn der Tiere und auf den Karkassen nach der
Schlachtung detektiert (Slader et al., 2002).

Mégliche Risikofaktoren fir die Kontamination wahrend des Transports und der Schlachtung
wurden durch mehrere Studien untersucht (Heyndrickx et al., 2002; Arsenault et al., 20073;
Mainali et al., 2009). Arsenault et al. (2007a) zeigten, dass der positive Nachweis im Caecum
der Schlachtcharge, das Wetter wahrend des Transports und eine Uber vierstiindige

Wartezeit in Transportkisten vor der Schlachtung einen signifikanten Einfluss auf die
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Pravalenz von Salmonella-kontaminierten Karkassen hatten. Auch fir die Kontamination der
Karkassen mit Campylobacter spp. spielte der Nachweis der Erreger im Caecum eine Rolle.
AulRerdem waren Schlachtchargen, die zum Ende der Woche hin geschlachtet wurden und
bei denen uber 20 % der Tiere Futter im Jejunum aufwiesen, mit einem hoheren Anteil
belastet (Arsenault et al., 2007a). Auch der Stress der Tiere wahrend des Transports der
Tiere zum Schlachthof kann die Ausscheidung von Salmonella und Campylobacter erhdhen
(Mulder et al., 1995; Whyte et al., 2001). In der Studie von Mainali et al. (2009) wurden eine
langere Transportdauer und eine langere Wartezeit vor der Schlachtung als Risikofaktoren
fur die Kontamination der Karkassen mit Salmonella spp. identifiziert. Heyndrickx et al.
(2002) untersuchten bei 18 belgischen Broilerherden das Vorkommen von Salmonella spp.
entlang der Lebensmittelkette von der Briterei bis zur Schlachtung. Dabei waren die fakale
Verunreinigung der Transportkafige und vor allem die Identitdt des Schlachtbetriebes die
wichtigsten  Risikofaktoren fir die Kontamination wahrend der Schlachtung
(Heyndrickx et al., 2002).

Der Futterentzug vor der Schlachtung soll fakale Kontaminationen vor und wahrend der
Schlachtung verhindern. In der Praxis werden Broiler meistens flir etwa 8 bis 12 Stunden vor
der Schlachtung niichtern gehalten, sodass es zu einer teilweisen Entleerung des Magen-
Darm-Trakts kommt. Nuchterungszeiten von mehr als 12 Stunden sind aus
Tierschutzgriunden in der EU nicht erlaubt und kénnen moglicherweise durch zunehmend
wassrigere Kotkonsistenzen die Kontaminationsgefahr vor und wahrend der Schlachtung
erhohen (Warriss et al., 2004; EFSA, 2011). Untersuchungen haben gezeigt, dass ein Uber
12-stundiger Futterentzug zum Anstieg des pH-Wertes im Kropf und dadurch moglicherweise
zu einer erhdhten Kolonisierung des Kropfes mit Enterobacteriaceae fuhrt (Hinton et al.,
2000). Zudem fuhrt der Futterentzug zum vermehrten Kotpicken der Tiere, sodass die
Campylobacter- und Salmonella-Belastung im Kropf ansteigen kann (Byrd et al.,, 1998;
Corrier et al., 1999). Eine Ruptur des Kropfes wahrend der Schlachtung kann in einigen

Betrieben sogar haufiger vorkommen als eine Ruptur des Darms (Hargis et al., 1995).

In einer Studie von Northcutt et al. (2003a) wurde der Einfluss des Futterentzugs und des
Schlachtalters auf die Kontamination von Broilerkarkassen vor dem Kihlen untersucht. Der
Futterentzug zeigte eine signifikante Erhéhung der Campylobacter-Zahlen um etwa 0,6 log-
Stufen auf den Karkassen von 56 Tage alten Broilern, aber nicht bei 42 und 49 Tage alten
Broilern (Northcutt et al., 2003a).
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2.4.3 MaBnahmen in der Schlachtung

Die EU-Verordnung (EG) Nr. 852/2004 Uber Lebensmittelhygiene verpflichtet jeden
Lebensmittelunternehmer in der EU zur Herstellung von Lebensmitteln unter hygienisch
einwandfreien Bedingungen. Hersteller kdnnen sich dabei an nationalen Leitlinien
orientieren, die Empfehlungen fir eine gute Hygienepraxis und die Anwendung der
Grundsatze des HACCP geben (Anonymous, 2004). Nach einer Studie von Sampers et al.
(2010) bewirken Unterschiede im Hygienemanagement zwischen verschiedenen
Geflugelschlachtbetrieben auch Unterschiede bei allgemeinen Hygieneparametern sowie bei
der Kontamination mit pathogenen Bakterien. Die Autoren deuteten jedoch darauf hin, dass
selbst ein effektives Hygienemanagement ohne andere Interventionsmalinahmen in der
Geflugelfleischproduktion keine Pathogenfreiheit in Endprodukten garantieren kann
(Sampers et al., 2010).

Mehrere Prozessschritte im Schlachtverlauf kdnnen direkt oder indirekt zur Kontamination
der Karkassen mit pathogenen Bakterien flihren. Besondere Gefahrenpunkte fir die
Kreuzkontamination der Karkassen mit Campylobacter und Salmonella spp. sind das Briihen
und Entfedern, die Eviszeration und der Kiihlvorgang (Bryan und Doyle, 1995; Mead et al.,
2010). Bereits zu Beginn der Schlachtung sind Federn und Haut von Masthahnchen haufig
kontaminiert (Kotula und Pandya, 1995; Seliwiorstow et al., 2015). Durch den Transport und
wahrend des Wartens im Schlachtbetrieb kann die duflere Kontamination mit Salmonella und
Campylobacter erhdoht werden (Whyte et al., 2001; Slader et al., 2002; Buncic et al., 2012).
So kann es im Bruhtank zur teilweisen Ablésung der Bakterien und zur Kreuzkontamination
nachfolgender Karkassen uUber das kontaminierte Brihwasser kommen (Mulder et al., 1978;
Cason und Hinton, 2006). MaRnahmen zur Kontrolle der Kontaminationsgefahr kénnen das
Brihen in mehreren aufeinanderfolgenden Briihtanks sowie der Betrieb des Briihtanks im
Gegenstromprinzip bei konstanter Frischwasserzufuhr sein (Waldroup et al., 1993; Cason et
al.,, 1999; Cason und Hinton 2006). Russell (2012) empfiehlt die Installation eines
Bilrstensystems vor dem Brihen, um fakale Kontaminationen an Haut und Federn zu
entfernen. So kann den Autoren zufolge der Eintrag fakalen Materials in den Bruhtank um
ca. 90 % gesenkt werden (Russell, 2012).

Die Kontrolle der Belastung von Gefliigelkarkassen mit Campylobacter und Salmonella spp.
wahrend des Brihprozesses durch Veranderung der Brihtemperatur ist nur bedingt mdglich.
In mehreren Studien konnte durch Erhéhung der Brihwassertemperatur eine Reduktion der
Campylobacter- oder Salmonella-Zahlen auf Karkassen erreicht werden (Oosterom et al.,
1983; Yang et al.,, 2001; Lehner, 2010). Jedoch kénnen zu hohe Brihtemperaturen zu
Epidermisveranderungen flhren, die die Anhaftung von Bakterien an der Gefligelhaut
begilnstigen kénnen (Kim et al., 1993; Slavik et al., 1995). Letztendlich hangt die Wahl der
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Bruhtemperatur auch von der Vermarktungsform des Gefligels ab. Die heutzutage
verwendeten Brihtemperaturen befinden sich typischerweise zwischen 52 °C und 59 °C; je
nachdem, ob das Endprodukt frisch und mit moglichst intakter Epidermis oder tiefgefroren
vermarktet werden soll (EFSA, 2011).

Die wahrend des Bruhvorgangs gelockerten Federn werden im anschlieenden Rupfprozess
geldst. Noch nicht hinreichend geklart ist, welchen Einfluss kontaminierte Federn in der
Kontamination der Gefligelkarkassen haben. Nde et al. (2007) konnten durch molekulare
Subtypisierung einen Zusammenhang zwischen der Salmonella-Belastung der Federn von
Puten und den Karkassen nach dem Rupfen zeigen. Salmonella-Serotypen mit ahnlichen
PFGE-Profilen wurden auf den Federn der Karkassen vor und nach dem Rupfen sowie an
den Rupffingern detektiert (Nde et al., 2007). In einer Studie von Cason et al. (2004) wurde
der Einfluss von Federn und Federfollikeln auf die mikrobielle Belastung von
Broilerkarkassen nach dem Entfedern untersucht. Dabei wurde eine Gruppe genetisch
federloser Vogel mit einer befiederten Gruppe von Végeln nach einer Rupfdauer von 30 bzw.
60 Sekunden verglichen. Es wurden keine signifikanten Unterschiede in der aeroben
mesophilen Keimzahl, der Campylobacter- und E. coli-Zahl zwischen den beiden Gruppen

oder nach unterschiedlicher Rupfdauer festgestellt (Cason et al., 2004).

Nach Allen et al. (2003) kdnnte auch die Aerosolbildung wahrend des Rupfens und die Art
der Rupfmaschine die Mdglichkeit von Kreuzkontaminationen beeinflussen. Die Autoren
fanden heraus, dass der Grofdteil der Federn und Bakterien wahrend der ersten zehn
Sekunden des Rupfprozesses entfernt wurde. Dadurch waren  zukinftige
KontrollmaRnahmen zu Beginn des Rupfprozesses am effektivsten. Sowohl Salmonella als
auch Campylobacter spp. konnen auf den Rupffingern und in der Schlachthofumwelt trotz
Reinigungs- und Desinfektionsmaflinahmen Uberleben (Olsen et al., 2003; Rasschaert et al.,
2007a; Peyrat et al., 2008). Um der Bildung von Biofilmen entgegenzuwirken, sollte die
Rupfmaschine daher einfach zu reinigen sein und die Rupffinger sollten regelmafig

ausgetauscht werden — besonders dann, wenn sie geschadigt sind (Fries, 2002).

Durch die Anwendung von Kloakenstopfen kann der Austritt von Fazes aus der Kloake
wahrend des Brih- und Rupfprozesses verhindert werden. In Studien von Musgrove et al.
(1997), Berrang et al. (2001) und Buhr et al. (2003) konnten so die Campylobacter-
Belastungen auf Hahnchenkarkassen gesenkt werden. Allerdings ist die technische
Durchfuhrung kompliziert umzusetzen, sodass keine kommerziellen Anlagen verflgbar sind
(EFSA, 2011). Fakale Kontamination wahrend der Schlachtung kann insbesondere auch
dann stattfinden, wenn die Eviszerationsmaschinen den jeweiligen Tiergrélten nicht

angepasst sind und es zu Schadigungen des Magen-Darm-Trakts kommt (Hue et
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al., 2011a). Fehler wahrend der Eviszeration kdnnen durch schlecht justierte Schlachtgerate
sowie durch variable oder krankheitsbedingt zu geringe Tiergro3en begunstigt werden
(Russell, 2003; Rosenquist et al., 2006). Berrang et al. (2004) wiesen nach, dass bereits
geringe Mengen von 5 mg Caecuminhalt zu einer signifikanten Erhdhung der
Campylobacter-Zahl auf Broilerkarkassen fihren kann. Die mit Caecuminhalt kontaminierten
Karkassen wiesen eine mittlere Keimzahl von 3,3 log KbE an Campylobacter auf, wahrend in
der Vergleichsgruppe 2,6 log KbE nachgewiesen wurden (Berrang et al., 2004). Ebenso
zeigten Untersuchungen von Boysen und Rosenquist (2009), dass visuell sichtbare, fakale
Verschmutzungen auf Karkassen zu einem Campylobacter-Konzentrationsanstieg von 0,9
log KbE/Karkasse flihrten. Durch das Verwenden von Eviszerationsmaschinen, welche die
Eingeweide nach dem Ausnehmen vom Tierkdrper ganzlich trennen und nicht am
Schlachtkérper hangen lassen, koénnen visuell sichtbare fakale Kontaminationen reduziert
werden (Russell und Walker, 1997).

Das Waschen der Karkassen dient der Entfernung von Schmutz, Blut, Federn und fakalen
Kontaminationen von den Karkassen (Fries, 2002). Die Effektivitdt des Waschvorgangs wird
durch verschiedene Parameter, wie Wassertemperatur und —druck, Dusentyp sowie
Verwendung von Dekontaminationsmitteln, beeinflusst (Keener et al., 2004). In mehreren
Studien wird von einer Reduktion der Campylobacter- (I1zat et al., 1988; Bashor et al., 2004;
Smith et al., 2005a) oder Salmonella- (Wang et al., 1997; Yang et al., 1998; Northcutt et al.,
2005) Belastung von Karkassen nach dem Waschen berichtet. Li et al. (2002) haben héhere
Campylobacter-Reduktionen beim Sprihen von chlorietem Wasser im Vergleich zum
Leitungswasser durch einen Innen-AuRenwascher gefunden. Auch schien die
Wassertemperatur eine wichtige Rolle zu spielen: Das Waschen bei 55 und 60 °C hohen
Wassertemperaturen fihrte zu 0,78 KbE/Karkasse héheren Campylobacter-Reduktionen als
das Waschen mit 20 °C temperiertem Wasser. Laut Keener et al. (2004) kann die schlechte
Effektivitat vieler Innen- und Auflen-Wascher durch zu niedrige Wassertemperaturen
entstehen. Kaltes Wasser senkt die Oberflachenspannung des Wassers nicht ausreichend
(Keener et al., 2004).

Berrang und Bailey (2009) untersuchten die Effektivitat von finf separaten Waschschritten
einer Schlachtlinie zur Reduktion der Belastung der Karkassen mit pathogenen Bakterien. Es
stellte sich heraus, dass kein einzelner Waschschritt alleine zu einer signifikanten Reduktion
von Campylobacter oder Salmonella fuhrte. Der Schlachtprozess insgesamt reduzierte die
Konzentration von Campylobacter spp. von 2,58 auf 1,15 KbE/ml und die Pravalenz von
Salmonella von 80 % auf 24 % auf den Karkassen (Berrang und Bailey, 2009). In
Untersuchungen von Lehner (2010) wurde festgestellt, dass die Abschaltung eines

Zusatzaulienwaschers nach dem Rupfen zu einer Reduktion der Campylobacter-Belastung
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fuhrte. Die Autorin vermutete die Empfindlichkeit von Campylobacter gegenuber Trockenheit
oder die bessere Verteilung und Einnistung der Bakterien in die Federfollikel durch das
Wasser als Ursache (Lehner, 2010).

Das Kihlen nach der Eviszeration und nach dem letzten Waschen soll bakterielles
Wachstum auf den Schlachtkérpern hemmen und zur Haltbarkeit des Hahnchenfleisches
beitragen (EFSA, 2011). Bei der Wasserkihlung kann es zur direkten Kontamination und
Kreuzkontamination zwischen den Karkassen mit Salmonella und Campylobacter spp. Uber
das Kuhlwasser kommen (Lillard et al., 1990; Smith et al., 2005b). In der Literatur wurden
sowohl Uber Zunahmen als auch Uber Abnahmen der Anzahl an Salmonella-kontaminierten
Karkassen nach der Wasserklhlung berichtet (Lillard et al., 1990; Cason et al., 1997
Jiménez et al.,, 2002). Moglicherweise kommt es gleichzeitig zur Reduktion von
kontaminierten Karkassen und zu Zunahmen bei anfanglich unbelasteten Karkassen durch
Kreuzkontamination (Smith et al., 2005b; Huezo et al., 2007). Auch bei der Luftkiihlung
kénnen Kreuzkontaminationen stattfinden (Ellerbroek et al., 1997; Fries und Graw, 1999;
Mead et al, 2000). Untersuchungen von Mead et al. (2000) mit einem E.coli-
Markerorganismus haben gezeigt, dass das parallele Sprihen der Karkassen mit
Chlorwasser wahrend der Luftkiihlung die Kreuzkontaminationsrate sogar erhéhen kann.
Allerdings ist die Kreuzkontaminationsgefahr im Vergleich zu den vorherigen

Prozessschritten gering (Mead et al., 2000).

Huezo et al. (2007) konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen der Luft- und
Wasserkuhlung hinsichtlich der Reduktion der Campylobacter- und Salmonella-Pravalenzen
oder -Konzentrationen feststellen. Luft- und Wasserkuhlung reduzierten die Campylobacter-
Konzentrationen um etwa 1,4 bzw. 1,0 log KbE/ml und die Salmonella-Konzentrationen um
etwa 1,0 bzw. 0,6 log KbE/ml, wenn keine chemischen Dekontaminationsmittel zum Einsatz
kamen (Huezo et al., 2007).

In den Studien von Zhang et al. (2011) und Berrang et al. (2008b) wurden um 0,41 log
KbE/ml und um 0,59 log KbE/ml niedrigere Campylobacter-Zahlen auf den Karkassen nach
der Wasserkuhlung im Vergleich zur Luftkihlung festgestellt. Diese Untersuchungen decken
sich mit der Aussage von James et al. (2006), der zufolge beide Kihimethoden zu einer
Reduktion von pathogenen Bakterien fihren kénnen. Hohere Keimzahlreduktionen kénnten
aber durch die Wasserkuhlung erreicht werden, insbesondere wenn das Kuhlwasser durch
Chlor behandelt wird (James et al., 2006). Eine Dekontaminationsmittelbehandlung des
Kuhlwassers ist in der EU allerdings nicht erlaubt (EFSA, 2011). Andere zugelassene

KontrollmaBnahmen bei der Wasserkiihlung konnen der Betrieb des Kihltanks im
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Gegenstromprinzip und eine ausreichende Frischwasserzufuhr sein (Blood et al., 1974;
Karolyi et al., 2003).

Bei der logistischen Schlachtung sollen Kreuzkontaminationen zwischen positiven und
negativen Herden vermieden werden, indem positive Herden nach den negativen Herden
geschlachtet werden. Viele Schlachtbetriebe benutzen die logistische Schlachtung zur
Bekampfung von Salmonella spp. Dazu werden Broilerherden zwei bis drei Wochen vor der

Schlachtung durch Stiefeliberziehproben auf Salmonella spp. untersucht (EFSA, 2011).

Die Effektivitat der logistischen Schlachtung bei der Reduktion von Salmonella spp. auf
Broilerkarkassen ist abhangig von der korrekten Bestimmung des Salmonella-Status der
Herde und von der Effizienz der Reinigungs- und Desinfektionsmallinahmen vor der
Schlachtung (Rasschaert et al., 2007a; van Immerseel et al., 2009). In der Studie von
Rasschaert et al. (2007a) war die Schlachtumgebung, insbesondere die Ketten,
Forderbander und die Rupfmaschine, schon vor Beginn der Schlachtung mit Salmonellen
kontaminiert. Dieselben Salmonella-Stamme, die vorher in der Schlachtumgebung isoliert
worden waren, wurden nachfolgend auf den Karkassen einer Salmonella-negativen Herde
nachgewiesen. In einer anderen belgischen Studie konnte gezeigt werden, dass der
Salmonellenbefund aus den Stiefelliberziehproben nicht immer mit dem Salmonella-Status
der Herde bei der Schlachtung Ubereinstimmt. Andererseits wurde festgestellt, dass die
Kontamination der Karkassen mit Salmonella eher wenig mit dem Salmonella-Status
korrelierte, aber wahrscheinlich haufig durch Kreuzkontamination Uber die Schlachtgerate
zustande kam (Rasschaert et al., 2008). Mittels eines mathematischen Modells wurde
geschatzt, dass die Salmonella-Pravalenz kontaminierter Herden um 9 % gesenkt werden
konnte (Evers, 2004).

Einige Studien zeigen, dass auch die Pravalenz Campylobacter-kontaminierter Karkassen
und Produkte durch die logistische Schlachtung effektiv gesenkt werden kann (Potturi-
Venkata et al., 2007; Sasaki et al., 2012). Jedoch kdnnte die Effektivitat der logistischen
Schlachtung dadurch gemindert werden, dass nur wenige Karkassen negativer Herden
durch vorher geschlachtete positive Herden kontaminiert werden und dass die quantitative
Zunahme gering ist (Nauta et al., 2005; Johannessen et al.,, 2007). In quantitativen
Risikobewertungen zeigte die logistische Schlachtung nur einen geringen Effekt auf die
humane Campylobacteriose-Inzidenz, im Gegensatz zu Mallnahmen, die die Anzahl von
Campylobacter spp. auf Karkassen senken kdnnten (Rosenquist et al., 2003; Nauta et al.,
2009a).

Eine weitere Moglichkeit, um die von positiven Herden ausgehende Belastung des

Hahnchenfleisches zu minimieren, ist das sogenannte Testing and Scheduling-Verfahren.

32



2 Literaturtibersicht

Dabei sollen nach Identifizierung von positiven Herden besondere Mallhahmen, wie zum
Beispiel das Gefrieren des Hahnchenfleisches, eingeleitet werden (Nauta et al., 2009b;
EFSA, 2011). Besonders die Reduktion von quantitativ stark belastetem Hahnchenfleisch
koénnte das Risiko der humanen Campylobacteriose minimieren (Nauta et al., 2009b). Daher
wurde in einer niederldndischen Studie der Effekt von Testing and Scheduling auf das
Hahnchenfleisch aus Herden mit einer hohen Campylobacter-Konzentration evaluiert. Die
Autoren fanden eine geringe Korrelation zwischen den Campylobacter-Zahlen im Caecum
und auf dem Hahnchenfleisch und kamen zu dem Ergebnis, dass Testing and Scheduling
aufgrund von Unklarheiten im Verhalten von Campylobacter spp. im Schlachtbetrieb und
wegen des Fehlens von zuverlassigen und schnellen Nachweismethoden keine praktikable
KontrolimaRnahme ist. Das Testing and Scheduling ist aus Kostengriinden nur fir Lander mit

niedriger Campylobacter-Pravalenz eine Option (Nauta et al., 2009b).

MaRnahmen zur Dekontamination von Hahnchenschlachtkérpern wahrend oder nach der
Schlachtung beinhalten physikalische und chemische Verfahren (Loretz et al.,, 2010).
Physikalische Verfahren werden in einigen Landern im Rahmen des Testing and Scheduling-
Verfahrens angewandt. So werden in lIsland, Norwegen und Danemark nachweislich
Campylobacter-positive Herden nach der Schlachtung eingefroren oder hitzebehandelt
(Sandberg et al., 2005; Rosenquist et al., 2006; Tustin et al., 2011). Das Einfrieren der
Karkassen fur drei Wochen kann zu einer Campylobacter-Reduktion von etwa 2 log-Stufen
auf den Karkassen flhren (Sandberg et al., 2005; Georgsson et al., 2006). Nach einer
viermonatigen Einfrierzeit konnten Campylobacter spp. durch quantitative Kulturmethoden

noch auf 80 % der untersuchten Karkassen nachgewiesen werden (Sandberg et al., 2005).

Weitere physikalische DekontaminationsmalRnahmen sind die Behandlung mit heilem
Wasser oder Wasserdampf. Das Eintauchen von Karkassen in 70 bis 85 °C heile
Wasserbader kann die Campylobacter-Zahlen um ca. 1 bis 2 log-Stufen senken (Whyte et
al., 2003; Purnell et al., 2004; Corry et al., 2007). James et al. (2007) untersuchten die
Wirksamkeit der HeiBwasserbehandlung und der Wasserdampfbehandlung in Kombination
mit Kihlen und oberflachlichem Gefrieren der Karkassen. Die Kombination einer
HeilRwasserbehandlung mit 80 °C heilem Wasser fur 20 Sekunden mit dem oberflachlichen
Gefrieren erwies sich als effektivste MalRnahme und konnte die Campylobacter jejuni-Zahlen
um 2,9 log KbE/cm? reduzieren. Die Wirksamkeit der Wasserdampfbehandlung und
HeiBwasserbehandlung wird auch von der Dauer der Behandlung beeinflusst. Die
Behandlung mit 90 °C heiRem Wasserdampf fir 12 Sekunden flihrte in der Studie von Whyte
et al. (2003) zu keinen signifikanten Campylobacter-Reduktionen, wahrend eine
Behandlungsdauer von 24 Sekunden die Campylobacter-Zahlen um 1,3 log KbE/g

reduzierte. Langere Behandlungsdauer und héhere Temperaturen kdnnen jedoch vermehrt
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zu Epidermisschdden und Farbveranderungen an den Karkassen fuhren (Whyte et al.,
2003).

Ein Nachteil vieler physikalischer Dekontaminationsverfahren im Vergleich zu chemischen
Verfahren sind die damit verbundenen hdéheren Kosten (Havelaar et al., 2007). Chemische
Dekontaminationsmittel missen nach der Verordnung (EG) 853/2004 auf ihre Sicherheit und
Wirksamkeit gepruft werden, bevor sie in der EU zugelassen werden kénnen. Eine Vielzahl
von chemischen Dekontaminationsmitteln — haufig auf der Basis von organischen Sauren,
Chlor- oder Phosphatverbindungen — wurde in Studien auf ihre Wirksamkeit untersucht
(Loretz et al.,, 2010; Purnell et al., 2014). Die Behandlung von kinstlich oder natirlich
kontaminierten Gefligelkarkassen mit Essig- oder Milchsdure, saurem Natriumchlorit oder
Natriumphosphat fiihrten zu Bakterienreduktionen von etwa 1,0 bis 2,2 log-Stufen (Loretz et
al., 2010). Dabei ist die Effektivitdt der Behandlungen von der Konzentration des

Dekontaminationsmittels und von der Art der Anwendung abhangig (Bolder, 2007).
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3.1 Material fur die Probenahme
Die Entnahme der einzelnen Proben erfolgte durch Verwendung der in Tabelle 7
aufgeflhrten Verbrauchsmaterialien. Zur Kihlung der Proben wahrend des Transports zum

Labor wurden die Proben in eine Kuhlbox mit Kiihlakkus gelegt.

Tabelle 7: Verbrauchsmaterialien fiir die Probenahme

Verbrauchsmaterialien Hersteller, Artikelnummer

Einmalskalpelle Martin, Tuttlingen (Art. Nr. 10-285-18)

Transporttupfer mit Cary Blair-Medium Becton Dickinson, Franklin Lakes/USA
(Art. Nr. 220097)

Kochléffel, autoklaviert Fackelmann, Hersbruck

Nitrilhandschuhe Slid-Laborbedarf, Gauting

Stomacherbeutel mit Filter VWR International, Darmstadt Darmstadt
(Art.-Nr. 129-9868)

Zentrifugenréhrchen (steril, 100 ml) BD Biosciences, Bedford/USA

(Art. Nr. 352070)

3.2 Material fur die bakteriologischen Untersuchungen

3.2.1 Referenzstamme
Die als Positiv- und Negativkontrollen verwendeten Referenzstamme stammten von der
Deutschen Sammlung fir Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Braunschweig.

In Tabelle 8 sind die verwendeten Referenzstamme aufgeflhrt.

Tabelle 8: Verwendete Referenzstamme

Spezies/Subspezies Identifikation
Campylobacter jejuni subsp. jejuni DSM 4688
Campylobacter coli DSM 4689
Campylobacter lari subsp. lari DSM 11375
Salmonella enterica subsp. enterica DSM 9898

3.2.2 Nahrmedien
In Tabelle 9 sind alle bei den bakteriologischen Untersuchungen verwendeten Nahrmedien
aufgelistet. Die Nahrmedien wurden nach Herstellerangaben gelagert und zubereitet. Alle

Nahrmedien wurden wenige Tage vor dem Verbrauch zubereitet. Zum vollstandigen Losen
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und Erhitzen der Nahrmedien wurde ein Dampftopf (Umformtechnik Merten & Storck,

Drensteinfurt) verwendet.

Tabelle 9: Verwendete Ndhrmedien

Nahrmedium

Zusammensetzung, Herstellerangaben

Campylobacter Selektivagar
(mCCDA)

Campylobacter-Agar-Basis, blutfrei (Oxoid CM739);
CCDA-Selektiv-Supplement (Oxoid SR 155)

Caseinpepton-Hefeextrakt-Glucose-

Agar (Plate Count-Agar)

Plate-Count-Agar (Oxoid CM 325)

Desoxycholate-Hydrogen-Sulfide-
Lactose (DHL)-Agar

DHL-Agar nach Sakazaki (Merck 1.11435)

Gepuffertes Peptonwasser (BPW)

Gepuffertes Peptonwasser (SIFIN TN 1226)

Modified semisolid Rappaport
Vassiliadis-(MSRV)-Nahrboden

MSRV-Nahrboden-Basis, maodifiziert (Oxoid CM 910B);
MSRV-Selektiv-Supplement (Novobiocin, Oxoid SR161)

Muller-Hinton-Blutagar (MHB)

Muller-Hinton Agar (Oxoid CM 337);
5 % steriles Schafsblut (Thermo Scientific SR51C)

Muller-Kauffmann-Tetrathionat-
Novobiocin-Anreicherungsbouillon
(MKTTn)

Muiller-Kauffmann-Tetrathionat-Anreicherungs-Bouillon-Basis
(Oxoid CM 1048);

Novobiocin-Selektiv-Supplement (Oxoid SR 181E);
Jod-Jodkalium-Lésung (Merck 1.04761.0100/1.05043.0250)

Preston Bouillon (PB)

Nahrbouillon Nr. 2 (Oxoid CM 67);
Campylobacter-Selektiv-Supplement (Oxoid SR 117E);
Campylobacter-Anreicherungs-Supplement (Oxoid SR 232E);
Aseptisch lysiertes Pferdeblut (Oxoid SR 48C)

Rappaport-Vassiliadis (RV)-Bouillon

Rappaport-Vassiliadis-Anreicherungslésung (Oxoid CM 669)

Xylose-Lysin-Desoxycholat (XLD)-
Agar

XLD-Agar (Oxoid CM 469)

3.2.3 Verbrauchsmaterialien und Geréte fiir die bakteriologischen Untersuchungen

Die fur die Probenaufbereitung und die bakteriologischen Untersuchungen verwendeten

Gerate und Verbrauchsmaterialien sind in Tabelle 10 aufgelistet.

Tabelle 10: Verbrauchsmaterialien und Gerite fiir die bakteriologischen Untersuchungen

Verbrauchsmaterialien/Gerate

Hersteller, Artikelnummer

Anaerobierbeutel, Anaerocult® C

Anaerobier-Topfe (2,51)

Impfésen aus Kunststoff (steril, 1 pl, 10 pl)

Merck, Darmstadt (Art. Nr. 1.16275)
Oxoid, Wesel (Art. Nr. AGO025A)

nerbe plus, Winsen/Luhe
(Art. Nr. 09-401-5001/ 09-421-5065)
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Fortsetzung Tabelle 10

Verbrauchsmaterialien/Gerate Hersteller, Artikelnummer
Mikrotiterplatten (steril, 12-Well) Orange Scientific, Braine-I'Alleud/Belgien
(Art. Nr. 4430400)
Petrischalen (steril, 100 mm &) Greiner Bio-One, Kremsmiinster/Osterreich
(Art. Nr. 663 102)
Pipettierhelfer accu-jet® Brand, Wertheim
Reagenzglaser (9 ml, 17 ml) Schott-Duran, Mainz
(Art. Nr. 26 13512/ 26 130 16)
Stomacherbeutel mit Filter VWR International, Darmstadt
(Art.-Nr. 129-9868)
Autoklav FVA 2/ A1 Fedegari, Minchen
Glaspipetten (1 ml, 10 ml) Brand GmbH, Wertheim
(Art. Nr. 27306 / 27713)
Waage MC1 LC520S Sartorius, Gottingen
Spiralplattensystem Eddy Jet v. 1.22 IUL Instruments, Konigswinter
Sterilisator Binder, Tuttlingen
Stomacher 400 Seward Limited, Worthing/GroRbritannien
Brutschrank Heraeus HeraCell Kendro Laboratory Products, Langenselbold

3.3 Material fir die molekularbiologischen Untersuchungen

3.3.1 Primer
Die fur den  Campylobacter-Nachweis,  Salmonella-Nachweis und fur die
Amplifikationskontrolle verwendeten Primer sind in Tabelle 11 aufgeflhrt. Alle Primer wurden

uber die Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) bezogen.

Tabelle 11: Sequenzen und Referenzen fiir verwendete Primer-Systeme

Primer Sequenz (5°->3°) Zielgen Referenz

CJF ACTTCTTTATTGCTTGCTGC C. jejuni hipO Wang et al. (2002)
CJR GCCACAACAAGTAAAGAAGC C. jejuni hipO Wang et al. (2002)
CCF GTAAAACCAAAGCTTATCGTG C. coli glyA Wang et al. (2002)
CCR TCCAGCAATGTGTGCAATG C. coli glyA Wang et al. (2002)
CISybF TCTGCAAATTCAGATGAGAAAA C. lari cpn60 Chaban et al. (2009)
CISybR TTTTTCAGTATTTGTAATGAAATATGG  C. lari cpn60 Chaban et al. (2009)
139 GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA Salmonella invA Rahn et al. (1992)
141 TCATCGCACCGTCAAAGGAACC Salmonella invA Rahn et al. (1992)
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Fortsetzung Tabelle 11

Primer Sequenz (5°->3°) Zielgen Referenz

Hb10 ATTCCACACAACATACGAGCC puUC 19 Gallien et al. (1997)

Hb11 GTTTCGCCACCTCTGACTTGA puUC 19 Gallien et al. (1997)
FLA4F GGATTTCGTATTAACACAAATGGTGC  C. jejuni flaA Meinersmann et al. (1997)
FLA1728R CTGTAGTAATCTTAAAACATTTTG C. jejuni flaA Meinersmann et al. (1997)
FLA242FU CTATGGATGAGCAATT(AT)AAAAT flaA SVR Meinersmann et al. (1997)

FLA625RU CAAG(AT)CCTGTTCC(AT)ACTGAAG  flaA SVR

Meinersmann et al. (1997)

3.3.2 Gerate fiir die molekularbiologischen Untersuchungen

Die fUr die molekularbiologischen Untersuchungen verwendeten Gerate sind in Tabelle 12

aufgeflhrt.

Tabelle 12: Gerite fiir die molekularbiologischen Untersuchungen

Gerite Firma

Elektrophoresekammer Biometra, Gottingen
Eppendorf-Zentrifuge 5417C Eppendorf, Hamburg

Mikrozentrifuge Ministar silverline VWR International, Darmstadt
NanoDrop Spektralphotometer Thermo Fisher Scientific, Waltham/USA
PCR-Arbeitsstation UVP, Upland/USA

PCR-Cycler C1000 Thermal Cycler Bio-Rad Laboratories, Minchen
Thermo-Inkubationsmischer Thriller PEQLAB Biotechnologie, Erlangen
Transilluminator mit Fotoeinheit Biometra, Géttingen

3.3.3 Reagenzien und Chemikalien

In Tabelle 13 sind alle Gbrigen flr die molekularbiologischen Untersuchungen verwendeten

Reagenzien und Chemikalien aufgelistet.

Tabelle 13: Reagenzien und Chemikalien fiir die molekularbiologischen Untersuchungen

Reagenzien/Chemikalien Hersteller

10x Reaktionspuffer [15/20 mM MgCl,] PEQLAB Biotechnologie, Erlangen

(Art. Nr. 01-1000)

Agarose LE Biozym Diagnostik, Hessisch Oldendorf

(Art.-Nr. 840004)

Chelex® 100 Resin Bio-Rad Laboratories, Minchen

(Art.-Nr. 142-1253)
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Fortsetzung Tabelle 13

Reagenzien/Chemikalien

Hersteller

dNTP-Mix (10 mM je Nukleotid)
Ethidiumbromidiésung 1 %

Ladepuffer

Magnesiumchlorid (25 mM)

PBS-Puffer (Phosphatgepufferte Salzldsung)
PUC 19 Plasmid-DNA

Taqg-Polymerase (5 U/ul)

GeneJET ' PCR Purification Kit

TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA-Puffer)

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen
(Art. Nr. 01-1000)

AppliChem, Darmstadt

(Art.-Nr. A1152,0025)

Biozym Scientific, Hessisch-Oldendorf
(Art.-Nr. 830632)

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen
(Art. Nr. 01-1000)

Merck, Darmstadt

(Art.-Nr. 524650-1EA)

Sigma-Aldrich, Saint Louis/USA
(Artikel-Nr. D3404)

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen
(Art. Nr. 01-1000)

Thermo Fisher Scientific, Waltham/USA
(Art.-Nr. KO701)

Merck, Darmstadt
(Art. Nr. 574795-1L)
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4.1 Probenahme in zwei Broilerschlachtbetrieben

Die Probenahmen erfolgten innerhalb eines Zeitraums von etwa 15 Monaten zwischen
August 2013 und November 2014 in zwei deutschen Broilerschlachtbetrieben. Tabelle 14
fasst die technischen Merkmale der beiden Schlachtbetriebe zusammen. In beiden Betrieben
war die Produktion Uberwiegend vertikal integriert. Betrieb B zeigte jedoch im Vergleich zu

Betrieb A eine geringere Schlachtkapazitat pro Tag (vgl. Tab. 14).

Tabelle 14: Technische Merkmale der Schlachtbetriebe

Technisches Merkmal Betrieb A Betrieb B
Schlachtgeschwindigkeit >12 000 Broiler/n >12 000 Broiler/n
Schlachtkapazitat >200 000 Broiler/d >100 000 Broiler/d
Anzahl Schlachtbander 2 1
Betaubung Gas (CO,) Gas (COy)
Entblutun Automatisch, Automatisch,
9 Dauer: ca. 3 min Dauer: ca. 3 min
Temperatur: 53 °C, Temperatur: 53 °C,
.. Ein-Tank, )
Brihen Gegenstromprinzi Ein-Tank
9 ) prinzip, Dauer:ca.2min 30 s
Dauer: ca. 3—4 min
Rubfen Vollgummirupffinger, Vollgummirupffinger,
P Dauer: ca. 1 min Dauer:ca. 30 s
ZusatzaulRenwascher nach Rupfen Ja Nein
Eviszeration Automatisch Automatisch
Innen-Auflenwascher nach Eviszeration Ja Ja
Temperatur: -2/-2,5 °C Temperatur: -2,5 °C
Kihlung Luft-Spruh-Kuhlung, LuftkGhlung,
Dauer: 170 min Dauer: 150 min

An neun unterschiedlichen Tagen wurden Proben wahrend und nach der Schlachtung von
insgesamt elf Broilerherden gezogen (vgl. Tab. 15). Bei vier Herden in Betrieb A (Herde A1,
A2, A3 und A4) und bei vier Herden in Betrieb B (Herde B1, B2, B3 und B4) wurden die
Proben an unterschiedlichen Tagen jeweils wahrend bzw. nach der Schlachtung einer
einzigen Herde enthommen. Bei einer Probenziehung in Betrieb B wurden jeweils drei am
gleichen Tag hintereinander geschlachtete Herden (Herde B5, B6 und B7) beprobt. Alle
beprobten Herden stammten von unterschiedlichen Mastern. Dabei wurde eine Herde als
eine Gruppe von Broilern definiert, die im selben Stall gemastet und am gleichen Tag

geschlachtet wurde.

40



4 Methoden

Bei insgesamt sechs der wahrend der Schlachtung beprobten Herden waren Salmonella
spp. durch Kotuntersuchungen (Uberziehschuhproben) bereits im Mastbetrieb nachgewiesen
worden (positiver Salmonella-Status). Aufgrund der in den Betrieben praktizierten
logistischen Schlachtung waren dies immer Herden, die vor der Reinigung und Desinfektion
als letzte geschlachtet wurden. Fir die Ubrigen Probenziehungen wurden ebenfalls Herden
ausgewahlt, die gegen Ende der Schlachtung, das heilt nach mehreren zuvor
geschlachteten Herden, geschlachtet wurden. Details zu den beprobten Herden sind in

Tabelle 15 zusammengefasst.

Tabelle 15: Details zu den beprobten Herden in Betrieb A und in Betrieb B

HerdendD  Betrieb  Sonao''  Uhrzeit H;:o"'g: Schiacht-  Salmonella
A1 A 2013-09 09:00 31.800 42 negativ
A2 A 2014-05 19:30 19.500 42 positiv
A3 A 2014-06 20:30 19.400 42 positiv
A A 2014-07 20:00 10.500 42 positiv
B1 B 2013-08 13:00 30.000 42 positiv
B2 B 2013-12 13:30 26.500 40 positiv
B3 B 2014-03 14:00 5.800 46 positiv
B4 B 2014-10 09:15 27.000 42 negativ
B5 B 2014-11 07:35 30.000 44 negativ
B6 B 2014-11 09:45 29,500 42 negativ
B7 B 2014-11 12:00 12.000 34 negativ

411 Probenahmestellen
Bei den Probenahmen wurden Brihwasser-, Nackenhaut- und Blinddarmproben sowie
Tupferproben von den Schlachtanlagen gezogen. Zwischen der Entnahme der einzelnen

Proben wurden jeweils neue, saubere Nitrilhandschuhe angezogen.

Die Entnahme von ca. 50 ml Briihwasser erfolgte etwa in der Mitte im Langsverlauf des
Briihtanks. Das Briihwasser wurde nach dem Offnen der seitlichen Tir des Briihtanks mit

einem sterilen Kunststoffléffel entnommen und in ein steriles Zentrifugenréhrchen tberfihrt.

Die Entnahme der Nackenhaute erfolgte als Poolprobe: Jeweils drei Nackenhaute pro Probe
wurden am laufenden Band abgeschnitten und in einen sterilen Stomacherbeutel Uberflhrt.

Dabei wurden Nitrilhandschuhe und sterile Einmalskalpelle benutzt.
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Die Nackenhautproben wurden an den folgend aufgeflihrten Positionen im Schlachtprozess

entnommen:

o direkt nach dem Rupfen
e nach der Eviszeration bzw. direkt vor dem Innen-AufRenwascher
e direkt nach dem Innen-Aufenwascher

e nach dem Kihlen

Fur die Untersuchung der Blinddarmproben wurden ganze Darmkonvolute nach der
Eviszeration in der Bratfertiglinie entnommen. Die Proben wurden in sterile Stomacherbeutel
Uberfuhrt und unmittelbar gekuhlt gelagert. Abbildung 6 stellt die Probenahmestellen fiir die

Blinddarm-, Briihwasser- und Nackenhautproben im Schlachtverlauf dar.

Betauben

2
Entbluten

~ ,
Briihen —> Briihwasser
o )
Rupfen
r —> Nackenhaut
Eviszeration

{Jy ———> Nackenhaut + Blinddarm
Innen-
| AuBenwascher |
{ ——> Nackenhaut

Kiihlen
T ———> Nackenhaut
Verpacken

Abbildung 6: Stationen der Broilerschlachtung mit Markierung der Probenahmestellen fiir die
Blinddarm-, Brithwasser- und Nackenhautproben (schwarze Pfeile)

Die Tupferproben an den Schlachtgeraten wurden mittels steril verpackter Cary-Blair-Tupfer
entnommen. Dazu wurde ein Tupfer pro Probe vor der Probenahme in BPW getrankt. Die
Probenahme erfolgte durch mehrmaliges, kraftiges Hin- und Herwischen an den folgend

aufgefihrten Punkten:
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¢ Rupffinger: Gesamte Flache eines zufallig ausgewahlten Rupffingers

¢ Kloakenschneider: AulRenflache einer zuféllig ausgewahlten Klinge

o Korperhdhlenodffner: AuRenflache einer zufallig ausgewahlten Klinge

¢ Ausnehmer: Innenflache einer zufallig ausgewahlten Brustfixierplatte

o Nackenhautschneider: Aulenflache einer zufallig ausgewahlten Klinge

o Vakuumsauger: AulRenflache einer zufallig ausgewahlten Saugvorrichtung

AnschlieRend wurde der Tupfer in das fertige Cary-Blair-Medium eingefiihrt. Alle Proben
wurden nach Entnahme in eine Kuhlbox aus Styropor mit Kiihlelementen gelegt und in dieser
bis zum Untersuchungslabor transportiert. Die Untersuchung der Proben erfolgte innerhalb

von 36 h nach den Probenahmen.

Die Anzahl der gezogenen Proben ist in Tabelle 16 flir Betrieb A und in Tabelle 17 fir
Betrieb B aufgeflihrt.

Tabelle 16: Anzahl der gezogenen Proben in Betrieb A

Probenzahl (n):

Probenart Probenahmestelle

Herde A1 Herde A2 Herde A3 Herde A4

Blinddarme Innereientrennung 5 5 5 5
Bruh- Briihtank 3 3 3 3
wasser

nach Rupfen 5 5 5 5
Nacken- , .
haute nach Eviszeration 5 5 5 5
(gepoolt)  nach Wascher 5 5 5 5

nach Kuhlung 5 5 5 5

Rupffinger - 6 6

Kloakenschneider - - 6 6
Tupfer- Kérperhohlendffner - - 6 6
proben

Ausnehmer - - 6 6

Nackenhautschneider - - 6 6

Vakuumsauger - - 6 6
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Tabelle 17: Anzahl der gezogenen Proben in Betrieb B. Die graue Schattierung kennzeichnet
die Probenziehung bei drei am gleichen Tag hintereinander geschlachteten Herden

Probenzahl (n):

Probenart  Probenahmestelle Herde Herde Herde Herde Herde Herde Herde

B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7

Blinddarme Innereientrennung 5 5 5 5 5 5 5
Briih- Briihtank 3 3 3 3 3 3 -
wasser

nach Rupfen 5 5 5 5 - - =
Nacken- nach Eviszeration 5 5 5 5 5 10 10
haute
(gepoolt) nach Wascher 5 5 5 5 = - -

nach Kiihlung 5 5 5 5 - - -

Rupffinger - - - 6 - - 6

Kloakenschneider - - - 6 - - 6
Tupfer- Korperhdhlendffner - - - 6 - - 6
proben

Ausnehmer - - - 6 - - 6

Nackenhautschneider - - - 6 - - 6

Vakuumsauger - - - 6 = - 6

4.1.2 Zeitlicher Ablauf der Probenahmen

Bei den acht Probenziehungen wahrend der Schlachtung der Herden A1, A2, A3 und A4 in
Betrieb A sowie der Herden B1, B2, B3 und B4 in Betrieb B war der Ablauf der Probenahme
immer gleich. Das Ziel war es, den Einfluss verschiedener Prozessstufen auf die
Kontamination der Schlachtkérper in Abhangigkeit vom Betrieb zu untersuchen. Die Proben
wurden mindestens 10 Minuten nach Schlachtung des ersten Tieres der Herde entnommen,
um sicherzustellen, dass eine ausreichende Kontamination der Karkassen durch die
Schlachtung moglicherweise positiver Herden stattfinden konnte. Zunachst wurden die
Nackenhautproben nach der Eviszeration und nach dem Innen-Aul’enwascher sowie die
Blinddarmproben innerhalb von 15 Minuten gezogen. Dann erfolgte die Entnahme der
Nackenhautproben nach dem Entfedern und der Brihwasserproben innerhalb der nachsten
15 Minuten im Bereich der Schlachtlinie. Die Nackenhautproben nach dem Kihlen wurden
10 Minuten nach Austritt des ersten Tieres der Herde aus der Kuhlung entnommen.
Insgesamt wurden je Herde und Probenahmestelle finf gepoolte Nackenhautproben, drei

Bruhwasserproben oder funf Blinddarmproben untersucht (vgl. Tab. 16 und Tab. 17).

Bei einer weiteren Probenziehung in Betrieb B wurden Proben wahrend der Schlachtung
von drei hintereinander geschlachteten Herden (Herde B5, B6 und B7) gezogen. Das Ziel

war es, die Kreuzkontamination zwischen den Herden — besonders zu Beginn der
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Schlachtung einer Herde — durch die vorangegangene Herde zu untersuchen. Bei allen drei
Herden wurden je funf Blinddarmproben entnommen. Bei der als erstes geschlachteten
Herde (Herde B5) wurden etwa 10 Minuten vor Einlauf der nachsten Herde (Herde B6) funf
Nackenhaut-Poolproben nach der Eviszeration sowie drei Brihwasserproben enthnommen.
Die Beprobung der Herde 10 erfolgte durch Entnahme von je finf Nackenhaut-Poolproben
nach der Eviszeration in den ersten 5 Minuten nach Einlauf der Herde sowie zwischen
Minute 10 und Minute 15 nach Einlauf der Herde. Zusatzlich wurden etwa 10 Minuten vor
Einlauf der nachsten Herde (Herde B7) drei Brihwasserproben entnommen. Die Entnahme

der Nackenhaut-Poolproben bei der Herde B7 erfolgte wie bei Herde B6.

Bei vier Probenziehungen wurden zusatzlich Tupferproben von den Schlachtanlagen vor der
Reinigung und Desinfektion enthommen. Die Tupferprobenahme erfolgte nach Schlachtung
der Herden A3, A4, B4 und B7 (vgl. Tab. 16 und Tab. 17).

4.2 Probenvorbereitung

Die Aufbereitung der Proben zur Bestimmung der Keimzahlen erfolgte durch Herstellung
einer Erstverdinnung, indem die Probe in der neunfachen Menge gepufferten
Peptonwassers (BPW) bzw. in der achtfachen Menge Preston-Bouillons homogenisiert

wurde.

4.21 Aufbereitung der Briihwasserproben

Die Bruhwasserproben in den Zentrifugenréhrchen wurden direkt vor der Entnahme mit
einem Vortexmischer durchmischt. AnschlieBend wurden 27 ml des Brihwassers in einen
Stomacherbeutel mit 243 ml BPW Uberfuhrt und die Probe eine Minute lang im Stomacher
gemischt. Die so hergestellte Erstverdinnung wurde fur die Bestimmung der aeroben
mesophilen Keimzahl, Anzahl an Enterobacteriaceae und Salmonella spp. weiterverwendet.
Fir den Nachweis von Campylobacter spp. wurden 1,5 ml Brihwasser aus den
Zentrifugenréhrchen direkt in ein Reagenzglas mit 12,0 ml Preston-Bouillon pipettiert und der

Inhalt des Reagenzglases vor der weiteren Untersuchung mit einem Vortexer durchmischt.

4.2.2 Aufbereitung der Nackenhautproben

Bei den Nackenhautproben wurde das Gewicht der Poolprobe kontrolliert und
gegebenenfalls auf 27 g Haut korrigiert. Dazu wurde mit steriler Schere und Pinzette ein
Stlick Haut aus der Poolprobe entfernt oder von einer anderen Nackenhaut-Poolprobe aus
derselben Entnahmestelle hinzugefugt. Die Herstellung der Erstverdinnung erfolgte durch
Zugabe von 243 ml BPW zu der gepoolten Nackenhautprobe mit 27 g Haut. Die Probe
wurde anschliel’end eine Minute lang im Stomacher homogenisiert. Das Homogenat wurde

fur die Bestimmung der aeroben mesophilen Keimzahl, Anzahl an Enterobacteriaceae und
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Salmonella spp. weiterverwendet. Die Erstverdunnung flir den Campylobacter-Nachweis
wurde durch Pipettieren von 1,5 ml des Haut-Peptonwasser-Gemisches in ein Reagenzglas
mit 12,0 ml Preston-Bouillon hergestellt. Das Reagenzglas mit der Erstverdinnung wurde vor

der weiteren Untersuchung mit einem Vortexer gemischt.

4.2.3 Aufbereitung der Blinddarmproben

Fur die Aufbereitung der Blinddarmproben wurden zunachst die beiden Blinddarme eines
Tieres mit steriler Pinzette und sterilem Skalpell vom Ubrigen Gastrointestinaltrakt
abgetrennt. Danach wurde das abgetrennte Ende des Blinddarms mit einer sterilen Pinzette
ergriffen und die Oberflache des intakten Endes mit einem Papiertuch mit 70 %igem Ethanol
befeuchtet. Das blinde Ende wurde dann kurz Uber einen Bunsenbrenner gehalten, um die
Keime nur an der Oberflache des Blinddarms abzutdten. AnschlieRend wurde das blinde
Ende des Blinddarms mit einer sterilen Schere abgeschnitten und es wurden 1,5 g

Blinddarminhalt in einen sterilen Stomacherbeutel abgedrickt.

Jeweils der Inhalt eines Blinddarms pro Probe wurde flir die Untersuchung auf Salmonella
spp. verwendet. Dazu wurden 13,5 ml BPW zu den 1,5 g Blinddarminhalt gegeben und die
Probe eine Minute lang im Stomacher gemischt, um die Erstverdiinnung herzustellen. Der
Inhalt des zweiten Blinddarms desselben Tieres wurde fir die Untersuchung auf
Campylobacter spp. verwendet, indem zur Herstellung der Erstverdinnung 12,0 ml Preston-

Bouillon mit 1,5 g Blinddarminhalt im Stomacher homogenisiert wurden.

4.2.4 Aufbereitung der Tupferproben
Die Tupfer fur den qualitativen Nachweis von Salmonella spp. und Campylobacter spp.
wurden in 10 ml BPW bzw. 10 ml Preston-Bouillon mittels eines Vortexmischers

durchmischt.

4.3 Bestimmung der aeroben mesophilen Keimzahl

Die Bestimmung der aeroben mesophilen Keimzahl der Brihwasser- und Nackenhautproben
erfolgte  mittels der sogenannten Spiralplattenmethode. Zunachst wurde eine
Dezimalverdiinnungsreihe aus den Erstverdinnungen (vgl. Kap. 4.2) hergestellt. Insgesamt
100 pl der Erstverdiinnung (10™'-Verdiinnung) sowie 100 pl aus der 10-Verdiinnung wurden
dann mittels eines Spiral-Platers logarithmisch auf Plate Count (PC)-Agar aufgetragen. Somit
konnten Keimzahlen zwischen 1 x 10% bis 2,1 x 10® KbE/ml durch Auszéhlen der Kolonien

auf einer der beiden PC-Agar-Platten nachfolgend ausgewertet werden.

Nach einer Inkubationszeit von 48 h bei 30 °C wurden die Kolonien mithilfe einer
Auszahlschablone gezahlt. Die verschiedenen Regionen der Schablone markierten jeweils

Bereiche mit bekannten konstanten Probenvolumina, die durch den Spiral-Plater aufgetragen

46



4 Methoden

worden waren (vgl. Tab. 18). Es wurden mindestens 20 Kolonien von zwei
gegenuberliegenden Segmenten der Schablone gezahlt. Zur Berechnung der Keimzahl in
KbE/ml wurde die Gesamtkoloniezahl der beiden Segmente durch das aufgetragene
Probenvolumen in den ausgezahlten Regionen geteilt. Dazu wurde das entsprechende
Probenvolumen laut Tabelle 18 durch den Faktor 4 geteilt, da der gezahlte Bereich der
Schablone ein Viertel der gesamten Schablone ausmachte. Waren weniger als 20 Kolonien
auf der Agar-Platte enthalten, wurden alle Kolonien ausgezahlt und die Gesamtkolonienzanhl
durch das aufgetragene Gesamtprobenvolumen von 100 ul geteilt, um die Keimzahl in
KbE/ml zu erhalten. Zusatzlich wurde der ermittelte Wert an KbE/ml der Verdinnung mit dem
Verdinnungsfaktor multipliziert, um die Anzahl an KbE/ml an der unverdiinnten Probe zu
bestimmen.

Tabelle 18: Aufgetragene Probenvolumina fiir das Programm ,Log Mode 100 pl“ des

verwendeten Spiral-Plater-Systems (IUL Instruments GmbH, Konigswinter, Benutzerhandbuch
Eddy Jet, 2001)

Region Probenvolumen (ul)
3c 4,32

3c+3b 10,80
3c+3b+3a 21,12

3+4c 36,40
3+4c+4b 60,00
3+4c+4b+4a 98,40

4.4 Bestimmung der Anzahl an Enterobacteriaceae

Die Bestimmung der Anzahl an Enterobacteriaceae in den Bruhwasser- und
Nackenhautproben erfolgte mittels der Spiralplattenmethode. Insgesamt 100 ul der
Erstverdiinnung sowie 100 pl aus der 10°-Verdiinnung wurden durch den Spiral-Plater
logarithmisch auf Desoxycholate-Hydrogen-Sulfide-Lactose (DHL)-Agar-Platten aufgetragen.
Anschlieend erfolgte eine Inkubation fir 24 h bei 37 °C. Die Auszahlung der Kolonien und
die Berechnung der KbE/ml erfolgten nach dem in Kapitel 4.3 beschriebenen Verfahren.
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4.5 Mini-MPN-Verfahren zur Bestimmung der Keimzahl von Salmonella spp.

4.5.1 Nicht-selektive Anreicherung im Mini-MPN

Der Nachweis von Salmonella spp. in den Brihwasser-, Nackenhaut- und Blinddarmproben
erfolgte mittels eines Mini-MPN-Verfahrens in Anlehnung an die Methode ISO/TS 6579-
2:2012 (E). Fur die nicht-selektive Anreicherung in BPW wurde eine Verdunnungsreihe in
Dreifachansatz hergestellt, indem jeweils 2,5 ml der Erstverdiinnungen (vgl. Kap. 4.2) in die
drei ersten, leeren Kavitaten einer 12-Well-Mikrotiterplatte pipettiert wurden. Danach wurden
je 0,5 ml aus den Kavitaten der ersten Spalte in 2 ml BPW der jeweils folgenden Kavitaten
der zweiten Spalte pipettiert. Zwei weitere Verdiinnungsschritte wurden in der gleichen
Weise hergestellt, wobei die Suspension vor dem Transfer der 0,5 ml durch mehrmaliges
Aufziehen und Ablassen gemischt wurde. Die in den 12-Well-Mikrotiterplatten verdiinnten
Proben wurden zusammen mit dem Rest der Erstverdiinnungen in den Stomacherbeuteln
18 h bei 37 °C bebrutet.

4.5.2 PCR-Screening auf Salmonella spp.

Nach der nicht-selektiven Voranreicherung wurden alle Ansatze der Brihwasser-,
Nackenhaut- und Blinddarmproben in den Stomacherbeuteln mittels PCR auf Salmonella
spp. Uberprift. Salmonella-positive Proben wurden selektiv im Mini-MPN angereichert (vgl.
Kap. 4.5.3). Fur die PCR wurde zunachst eine DNA-Aufreinigung in Anlehnung an das
Verfahren nach De Medici et al. (2003) mit den folgenden Arbeitsschritten durchgefihrt:

1) 1 ml Anreicherung 5 Minuten bei 14.000 rpm zentrifugieren

2) Uberstand verwerfen

3) Sediment in 300 pl PBS-Puffer resuspendieren 2 x wiederholen
4) 5 Minuten bei 14.000 rpm zentrifugieren

5) Sediment in 300 pl A. bidest resuspendieren

6) Zellsuspension bei 100 °C 15 Minuten im Heizbad kochen

7) Sofort auf Eis stellen

8) 1 Minute bei 14.000 rpm zentrifugieren

9) Uberstand als PCR-Template einsetzen

Fiar den PCR-Nachweis des invA-Gens von Salmonella spp. nach Rahn et al. (1992) wurden
die Primer 139 und 141 verwendet. Die Herstellung des PCR-Reaktionsansatzes

(Mastermix) und die Auswahl des Cycler-Programms erfolgten wie in Tabelle 19 und Tabelle
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20 beschrieben. Als Positiv- und Negativkontrolle wurde die DNA der in Kapitel 3.2.1

aufgeflhrten Salmonella- bzw. Campylobacter-Referenzstdmme verwendet.

Tabelle 19: Pipettierschema zur Erstellung des Mastermixes mit den Primern 139 und 141 fiir
den Nachweis von Salmonella spp. (Rahn et al., 1992)

Komponente Volumen/Ansatz
10x Reaktionspuffer 2,5 ul
dNTPs [10 mM] 0,5 ul

Taq Polymerase [5 U/pl] 0,25 ul
Primer 139 [10 pm/pl] 0,375 ul
Primer 141 [10 pm/pl] 0,375 ul
Proben-DNA/Kontroll-DNA 2,0 ul

A. bidest. 19,0 pl

> 25,0 ul

Tabelle 20: Cycler-Programm fiir die Amplifikation des invA-Gens fiir den Nachweis von
Salmonella spp. (Rahn et al., 1992)

Schritt Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 95 °C 5 min
Denaturierung 90 °C 70 s
Annealing 25 x 60 °C 100 s
Elongation 72 °C 102 s
Abschlieende Elongation 72 °C 7 min

Die aufgereinigte DNA wurde zusatzlich in einer zweiten PCR-Reaktion fur eine externe
Amplifikationskontrolle verwendet, um falsch negative Ergebnisse der invA-PCR durch
maogliche Inhibitoren in der extrahierten DNA auszuschlieen. Dafur wurden die Primer Hb10
und Hb11 zur Amplifikation der pUC 19-DNA verwendet (Gallien et al.,, 1997). Das
Pipettierschema zur Erstellung des Mastermixes und die Einstellungen des Cycler-

Programms fir die Amplifikationskontrolle sind in Tabelle 21 bzw. Tabelle 22 aufgefihrt.
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Tabelle 21: Pipettierschema zur Erstellung des Mastermixes mit den Primern Hb 10 und Hb 11
fiir den externen PCR-Standard (Gallien et al., 1997)

Komponente Volumen/Ansatz
10x Reaktionspuffer [15 mM MgCl,] 3,13 ul
dNTPs [10 mM] 0,5 ul

Taq Polymerase [5 U/pl] 0,2 ul

HB 10 [0,1 nm/pl] 0,1 pl
HB11 [0,1 nm/pl] 0,1 ul

pUC 19-DNA 1,0 pl

A. bidest. 18,97 ul
Proben-DNA 1,0 pl

> 25,0 pl

Tabelle 22: Cycler-Programm fiir die Amplifikation der pUC 19-DNA (externer PCR-Standard)
(Gallien et al., 1997)

Schritt Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 95 °C 5 min
Denaturierung 95 °C 30s
Annealing 30 x 65 °C 30s
Elongation 72 °C 60 s
Abschlieende Elongation 72 °C 7 min

Die anschlieRende Gelelektrophorese der PCR-Amplifikate erfolgte in einer Gelkammer mit
2 %igem Agarosel und 1x TBE-Puffer. Nach Zupipettieren von jeweils 2 pl Ladepuffer zu den
Amplifikaten wurden jeweils 10 ul des Gemisches in die Taschen des Agarosegels pipettiert,
wobei die erste Tasche des Agarosegels fir einen Langenstandard verwendet wurde. Die
Auftrennung der Amplifikate erfolgte bei 125 V fur 45 Minuten.

Zur Visualisierung der DNA-Fragmente wurde das Gel fir ca. 10 Minuten in 1 %iger
Ethidiumbromidlésung gefarbt und danach ca. 10 Minuten in A. bidest. gespult.
AnschlieRend wurde das Gel in einen UV-Transilluminator gelegt, um die aufgetrennten
DNA-Fragmente als fluoreszierende Banden sichtbar zu machen. Das Bild der Banden
wurde Uber eine Videokamera an einen PC Ubertragen und ausgewertet. Als positiv wurden
die Proben gewertet, bei denen eine Bande bei 284 bp (invA-Gen) bzw. 2686 bp (pUC 19-
DNA) sichtbar wurde. Bei positivem Ergebnis der invA-PCR wurde eine selektive

Anreicherung im Mini-MPN durchgefihrt. Falls die Amplifikationskontrolle einer Probe in der
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PCR negativ ausfiel, wurde fir diese Probe unabhangig vom Ergebnis der invA-PCR eine

selektive Anreicherung durchgefuhrt.

4.5.3 Selektive Anreicherung im Mini-MPN-Verfahren

Die selektive Anreicherung erfolgte in 12-Well-Mikrotiterplatten mit jeweils 2 ml MSRV-
Medium pro Kavitat. Insgesamt 20 pl FlUssigkeit wurden aus jeder Kavitat der nicht-
selektiven Anreicherung oberflachlich an den linken Rand des jeweils korrespondierenden
Wells einer 12-Well-Mikrotiterplatte mit MSRV-Medium transferiert. Zusatzlich wurde eine
MSRV-Petrischale mit drei Tropfen (insgesamt etwa 100 ul) der angereicherten
Erstverdinnung aus dem Stomacherbeutel inokuliert. Die beimpften MSRV-Medien wurden
24 bis 48 h bei 41,5 °C inkubiert.

4.5.4 Bestatigung verdachtiger, positiver Anséatze mittels PCR

Nach der Inkubation zeigten die verdachtigen positiven MSRV-Ansatze eine grauweile, vom
inokulierten Tropfen ausgehende Tribungszone (vgl. Abb. 7). Zur PCR-Bestatigung wurden
alle Ansatze einer Verdinnungsstufe mit mindestens einer verdachtigen Kavitat ausgewahit.
Falls alle Kavitaten nach visueller Beurteilung negativ waren, wurden die MSRV-Petrischale
und alle Kavitaten der ersten Verdunnungsstufe der 12-Well-Platten fur die PCR-Bestatigung

herangezogen.

Abbildung 7: MSRV-Ansitze mit Salmonella-verdachtigen Kavitaten (6 x links) und nicht
verdachtigen Kavitaten (6 x rechts) nach 48 h Inkubation bei 41,5 °C

Fir den Nachweis von Salmonella spp. mittels PCR wurde mit einer 10 ul Impfése
Bakterienmaterial aus dem Rand der Trubungszone entnommen und in ein 1,5 ml
Eppendorfgefaly, das zuvor mit 300 ul TE beflllt wurde, Uberflhrt. AnschlieRend erfolgte eine
DNA-Extraktion der Probe flr 10 Minuten bei 99 °C. Nach einer einminutigen Zentrifugation
bei 10.000 rpm wurde die DNA wie in Kapitel 4.5.2 beschrieben mittels PCR ampilifiziert und
anschlieend visuell sichtbar gemacht.
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Zur lIsolierung von Salmonella spp. auf XLD-Agar wurde die héchste Verdinnung mit
positivem PCR-Ergebnis aus den MSRV-Anreicherungen verwendet. Dazu wurde
Bakterienmaterial aus dem Rand der Tribungszone der MSRV-Anreicherung enthommen
und mittels eines Dreidsenausstrichs auf raumtemperiertes XLD-Agar ausgestrichen. Die
Inkubation der XLD-Agar-Platten erfolgte fur 24 h bei 37 °C. Insgesamt funf einzelne,
schwarze Kolonien pro XLD-Agar-Platte wurden fir die anschlieRende PCR-Bestatigung
abgepickt. Nach einer zehnminutigen Kochlyse in 100 ul A. bidest bei 99 °C wurde eine PCR
wie in Kapitel 4.5.2 beschrieben durchgefiihrt. Von jeder in der PCR-positiven Probe wurden
drei bis funf Kolonien mittels eines Cary-Blair-Transporttupfers abgepickt und an das
Bundesinstitut fir Risikobewertung in Berlin zur  Serotypisierung und zur

Makrorestriktionsanalyse mittels PFGE verschickt.

4.5.5 Bestimmung des MPN-Wertes fiir Salmonella spp.
Die Bestimmung des Most Probable Number (MPN)-Wertes erfolgte mithilfe einer frei

verfugbaren Software aus dem Internet (http://www.i2workout.com/mcuriale/mpn/index.html).

Die Anzahl an positiv bestatigten Kavitaten pro Verdiinnungsstufe (vgl. Kap. 4.5.4) und die
Menge an Probe in der jeweiligen Anreicherung (vgl. Tab. 23) wurden in eine Software-
Tabelle eingetragen, um den MPN-Wert zu berechnen. Das Ergebnis der als positiv
bestatigten Erstverdinnung wurde zur MPN-Berechnung mit einbezogen, falls alle Kavitaten

der 12-Well-Mikrotiterplatten negativ waren.

Tabelle 23: Probeneinwaagen fiir die MPN-Berechnung fiir Salmonella spp.

Anreicherungsvolumen Probeneinwaage
Erstverdinnung 257,0 ml 25,7 g/ml
(Nackenhaut-/Briihwasserproben) (Nackenhaut-/Briihwasserproben)
7,5ml 0,75¢g
(Blinddarmproben) (Blinddarmproben)
Erste Reihe der 3 Kavitaten 2,0 ml 0,20 g/ml
Zweite Reihe der 3 Kavitaten 2,0 ml 0,04 g/ml
Dritte Reihe der 3 Kavitaten 2,0 ml 0,008 g/ml
Vierte Reihe der 3 Kavitdten 2,0 ml 0,002 g/ml

4.6 Nachweis von Salmonella spp. in den Tupferproben

Der qualitative Nachweis von Salmonella spp. in den Tupferproben erfolgte in Anlehnung an
DIN EN ISO 6579:2007. Zunachst wurde eine nicht-selektive Voranreicherung der Tupfer in
10 ml BPW bei 37 °C fur 24 h durchgefuhrt. Fur die anschlieBende selektive Anreicherung
wurde 1 ml der Voranreicherung in 10 ml MKTTn-Bouillon und 0,1 ml der Voranreicherung in
10 ml RV-Bouillon pipettiert. Die Inkubation in MKTTn-Bouillon erfolgte flr 24 h bei 42 °C
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bzw. in RV-Bouillon fir 24 h bei 37 °C. Fir die ldentifizierung von Salmonella spp. wurden
die selektiven Anreicherungen auf XLD-Agar ausgestrichen und die Agarplatten fur 24 h bei
37 °C bebritet. Die Bestatigung verdachtiger Kolonien mittels PCR erfolgte wie in Kapitel 4.5

beschrieben.

4.7 Typisierung der Salmonella-lsolate
Die Typisierung von Salmonella spp. wurde im nationalen Referenzlaboratorium fir

Salmonella des Bundesinstituts fir Risikobewertung durchgefihrt.

Die Serotypisierung der Salmonella-lsolate erfolgte serologisch durch Charakterisierung der
O-Antigene (Oberflachenantigene) sowie der H1- und H2-Antigene (Flagellenantigene)
anhand der Agglutination mit spezifischen Antikérpern. Es erfolgte eine Zuordnung der
Isolate anhand des jeweils aktuellen White-Kauffmann-Le-Minor-Schemas (Guibourdenche
et al., 2010; Issenhuth-Jeanjean et al., 2014).

Zusatzlich wurde eine Makrorestriktionsanalyse mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)
gemal dem standardisierten PulseNet-Protokoll flr die Feintypisierung von Escherichia coli
und Salmonella mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese durchgefihrt (CDC, 2013). Dadurch
konnten klonale Zusammenhange von Salmonella-lsolaten aus unterschiedlichen

Probenarten und von unterschiedlichen Probenahmestellen identifiziert werden.

Fir die PFGE im Agarosegel wurde das Restriktionsenzym Xbal verwendet, um die
bakterielle DNA in Fragmente aufzuspalten. Anschlieend erfolgte eine Auftrennung der
DNA-Fragmente im elektrischen Feld, dessen Richtung sich mit einer konstanten Frequenz
anderte. Das Prinzip dieser Methode besteht darin, dass gréRere DNA-Molekile auf
Richtungsanderungen des elektrischen Feldes langsamer reagieren als kleinere. Nach
Anfarben des Agarosegels mittels Ethidiumbromid konnten die aufgetrennten Fragmente
mittels eines UV-Transilluminators sichtbar gemacht werden. Die PFGE-Profile der
Salmonella-Isolate von unterschiedlichen Probenahmestellen und aus unterschiedlichen
Probenarten wurden anschlieBend miteinander verglichen. Zur Erstellung eines
Dendrogramms wurde die Software Bionumerics v 6.01 (Applied Maths) verwendet. Die
Cluster-Analyse erfolgte mit der UPGMA (unweighted pair-group method using arithmetic
averages)-Methode.
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4.8 Semiquantitatives Verfahren zur Bestimmung der Keimzahl von

Campylobacter spp.

4.8.1 Herstellung einer Dezimalverdiinnungsreihe in Preston-Bouillon

Die Bestimmung der Keimzahl von Campylobacter spp. in den Bruhwasser-, Nackenhaut-
und Blinddarmproben erfolgte mittels eines semiquantitativen Verfahrens in Anlehnung an
ISO/TS 10272-3:2010. Zunachst wurden pro Probe 9,0 ml der Erstverdinnung mit Preston-
Bouillon (vgl. Kap. 4.2) in ein Reagenzglas pipettiert. In ein zweites Reagenzglas wurde 1 ml
der Erstverdiinnung Uberfuhrt. Durch Pipettieren von 0,1 ml aus dem 1 ml-Reagenzglas in
ein Rohrchen mit 0,9 ml Preston-Bouillon und durch weitere identische Verdlinnungsschritte
wurde eine Dezimalverdiinnungsreihe hergestellt (vgl. Tab. 24 und Tab. 25).

Tabelle 24: Verdiinnung, Anreicherungsvolumen und Probeneinwaage der Nackenhautproben
in Preston-Bouillon

Verdiinnung Anreicherungs- Probeneinwaage
volumen (Nackenhautprobe)

10" 9,0 ml 019

102 0,9 ml 0,019

10 0,9 ml 0,001 g

10™ 0,9 ml 0,0001 g

10° 0,9 ml 0,00001 g

10 0,9 ml 0,000001 g

10”7 0,9 ml 0,0000001 g

10°® 0,9 ml 0,00000001 g

Tabelle 25: Verdiinnung, Anreicherungsvolumen und Probeneinwaage der Blinddarm- und
Briihwasserproben in Preston-Bouillon

Verdiinnung Anreicherungs- Probeneinwaage

volumen (Blinddarm-
IBrihwasserprobe)

10 9,0 ml 1,0 g/ml

10™ 0,9 ml 0,1 g/ml

102 0,9 ml 0,01 g/ml

107 0,9 ml 0,001 g/ml

10 0,9 ml 0,0001 g/ml

10° 0,9 ml 0,00001 g/ml

10° 0,9ml 0,000001 g/ml

107 0,9 ml 0,0000001 g/ml
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Die Verdunnungsreihen wurden 24 h bei 42 °C unter mikroaerober Atmosphare inkubiert. Die
mikroaerobe Atmosphare wurde in luftdicht verschlieBbaren Anaerobentdpfen durch Zugabe
eines Gasentwicklers erzeugt. Nach Herstellerangaben betrug die endgultige
Gaskonzentration nach etwa 5 h ca. 8 bis 10 Vol. % Kohlendioxid und 5 bis 7 Vol. %

Sauerstoff (Merck, 2003).

4.8.2 Isolierung von Campylobacter spp. auf mCCD-Agar

Jede Anreicherungskultur in Preston-Bouillon wurde nach der Inkubation mit einer sterilen
Impfose auf mCCDA-Platten ausgestrichen. Die mCCDA-Platten wurden in vier Sektoren
unterteilt, sodass pro Probe insgesamt zwei mCCDA-Platten flr alle acht Verdinnungsstufen
bendtigt wurden. Die Inkubation der mCCDA-Platten erfolgte fir 48 h bei 42° C in einer

mikroaeroben Atmosphare.

4.8.3 Bestiatigung von Campylobacter spp.

Nach Inkubation der mCCDA-Platten (vgl. Kap. 4.8.2) wurde jede Verdunnungsstufe mit
sichtbarem Bakterienwachstum auf Campylobacter spp. mittels Multiplex-PCR nach Wang et
al. (2002) Gberprift. Dafir wurde zunachst eine DNA-Extraktion in Anlehnung an Walsh et al.
(1991) mit den folgenden Schritten durchgeflhrt:

N

Koloniematerial von der Platte in 500 ul 0,1 % TE-Puffer waschen

N

zentrifugieren (4 Minuten, 14.000 rpm)

w

)

)

) Pelletin 400 ul 5 % Chelex resuspendieren
) 1 Stunde bei 56 °C und 700 rpm inkubieren
)
)
)

o b

15 Minuten bei 95 °C und 700 rpm inkubieren
zentrifugieren (10 Minuten 14.000 rpm)

~N O

Uberstand als PCR-Template einsetzen

AnschlielRend wurde der Mastermix nach dem Pipettierschema in Tabelle 26 erstellt. Die
dafir verwendeten Primer fur den Campylobacter-Nachweis nach Wang et al. (2002) und
Chaban et al. (2009) sind in Kapitel 3.3.1 aufgefihrt. Als Positiv- bzw. Negativkontrolle wurde
DNA der in Kapitel 3.2.1 aufgefuhrten Campylobacter- bzw. Salmonella-Referenzstamme
verwendet. Die Referenzstamm-DNA wurde jeweils parallel zu der Proben-DNA mittels
Chelex extrahiert. Die Amplifikation erfolgte in einem Thermocycler mit dem in Tabelle 27

aufgeflhrten Programm.
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Tabelle 26: Pipettierschema zur Erstellung des Mastermixes fiir den PCR-Nachweis von
Campylobacter spp. in Anlehnung an Wang et al. (2002)

Komponente Volumen/Ansatz
10 x Reaktionspuffer 2,5 ul
MgCl; [25 mM] 8,0 pl
dNTPs [10 mM] 1,5 pl
Taq Polymerase [5 U/pl] 0,1 ul
Primer CJF 0,25 pl
Primer CJR 0,25 pl
Primer CCF 0,5 ul
Primer CCR 0,5 ul
Primer CISybF 0,25 pl
Primer CISybR 0,25 ul
Proben-DNA/Kontroll-DNA 2,0 ul
A. bidest. 8,9 ul
> 25,0 ul

Tabelle 27: Cycler-Programm fiir den Multiplex-PCR-Nachweis von Campylobacter spp. in
Anlehnung an Wang et al. (2002)

Schritt Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 95 °C 4 min
Denaturierung 94 °C 30s
Annealing 25 x 60 °C 45s
Elongation 72 °C 45 s
AbschlieRende Elongation 72 °C 5 min

Die anschlieliende Gelelektrophorese und Visualisierung der DNA-Fragmente erfolgte wie in
Kapitel 4.5.2 beschrieben. Als Campylobacter positiv wurden diejenigen Isolate bewertet, die
eine Bande bei 323 bp (C. jejuni), 126 bp (C. coli) oder 180 bp (C. lari) zeigten.

4.8.4 Bestimmung des MPN-Wertes fiir Campylobacter spp.

Zur Bestimmung des Most Probable Number (MPN)-Wertes wurde die hdchste Verdiinnung
mit bestatigtem Campylobacter-Wachstum verwendet. Das Ergebnis wurde aus einer nach
ISO/TS 10272-3:2010/Cor.1:2011(E) modifizierten MPN-Tabelle abgelesen (vgl. Tab. 38 und
Tab. 39 im Anhang). Waren alle Tests auf Campylobacter-negativ, so wurde das Ergebnis

als MPN=0/g angegeben. Dies bedeutete, dass keine Campylobacter spp. in der niedrigsten
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Verdunnung in 0,1 g Nackenhautprobe bzw. 1,0 g Blinddarm- oder Brihwasserprobe nach

Anreicherung nachweisbar waren.

4.8.5 Isolierung von Campylobacter spp. auf MHB-Agar

Zur Isolierung von Campylobacter spp. auf Miller-Hinton-Blutagar (MHB) wurden drei bis
funf verdachtige Kolonien pro Probe aus den mCCDA-Platten (vgl. Kap. 4.8.2) abgepickt und
auf MHB-Platten ausgestrichen. Nach Inkubation der MHB-Platten fir 48 h bei 42 °C in einer
mikroaeroben Atmosphare wurde das Wachstum von Campylobacter spp. mittels PCR wie in
Kapitel 4.8.3 aufgefuihrt bestatigt. Bis zu funf Reinkultur-lsolate pro Probe wurden fir die

weitere Typisierung (vgl. Kap. 4.10) verwendet.

4.9 Nachweis von Campylobacter spp. in den Tupferproben

Der Nachweis von Campylobacter spp. in den Tupferproben erfolgte in Anlehnung an
ISO/TS 10272-3:2010. Die Anreicherung der Tupferproben erfolgte in 10 ml Preston-Bouillon
unter einer mikroaeroben Atmosphare fir 24 h bei 42 °C. Die anschlieBende Isolierung auf
mCCDA-Platten und die PCR-Bestatigung wurden wie in Kapitel 4.8.2 und 4.8.3 beschrieben
durchgeflhrt. Die Isolierung der Reinkulturen auf MHB-Platten erfolgte wie in Kapitel 4.8.5

erlautert.

410 Typisierung der Campylobacter-Isolate

Die Typisierung der Campylobacter-Isolate erfolgte mittels flaA-Sequenzierung. Dazu wurde
das komplette flaA-Gen eines Isolates mit den Primern FLA4F und FLA1728R nach
Meinersmann et al. (1997) amplifiziert (vgl. Tab. 28 und Tab. 29).

Tabelle 28: Pipettierschema zur Erstellung des Mastermixes mit den Primern FLA4F und
FLA1728R (Meinersmann et al., 1997)

Komponente Volumen/Ansatz
10 x Reaktionspuffer 5,0 ul
MgCl; [25 mM] 3,0 ul
dNTPs [10 mM] 2,0 ul
Taq Polymerase [5 U/pl] 0,4 ul
Primer CJF 0,25 pl
Primer CJR 0,25 pl
Proben-DNA/Kontroll-DNA 5,0 ul
A. bidest. 34,1 ul
2 50,0
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Tabelle 29: Cycler-Programm fiir die Amplifikation des flaA-Gens (Meinersmann et al., 1997)

Schritt Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 95 °C 5 min
Denaturierung 94 °C 30s
Annealing 35 x 55 °C 60 s
Elongation 72 °C 60 s
Abschlieende Elongation 72 °C 5 min

Nach der PCR erfolgte eine Aufreinigung des PCR Produktes mit dem GeneJET™ PCR
Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham/USA). Die DNA-Konzentration wurde
anschlieend mit einem NanoDrop Spektralphotometer (Thermo Fisher Scientific,
Waltham/USA) bestimmt. Jeweils 100 bis 400 ng PCR-Produkt wurden mit 0,25 uM des
jeweiligen Sequenzierungsprimer zur Sequenzierung an die Firma GATC Biotech AG
(Konstanz) geschickt. Zur Auswertung der Sequenzdaten wurde die Software Bionumerics
v6.1 (Applied Maths) verwendet. Nach Trimmen der Sequenzen wurde die flaA-Sequenz-
Nummer anhand der PubMLST-Datenbank (Public databases for molecular typing and

microbial genome diversity) ermittelt.

4.11 Statistische Auswertung und Darstellung der Ergebnisse

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm JMP (Version 11.0, SAS
Institute Inc., Cary, North Carolina, USA). Der Vergleich der Nackenhaut-Keimzahlen
zwischen mehreren Prozessstationen oder zwischen unterschiedlichen Herden erfolgte
mittels eines Kruskal-Wallis-Tests. Das Signifikanzniveau wurde auf 0.05 festgelegt. Ergaben
sich signifikante Unterschiede zwischen den Prozessstationen, so wurde der Mann-Whitney-
U-Test als Post-hoc-Test angewandt. In diesem Fall erfolgte eine Anpassung des
Signifikanzniveaus nach Bonferroni: Das festgelegte a-Niveau von 0.05 wurde durch die
Anzahl an Paarvergleichen geteilt. So wurde im Falle der Nackenhautproben bei drei

Paarvergleichen das Signifikanzniveau fur den Mann-Whitney-U-Test auf 0.0167 korrigiert.

Die Abbildungen fir die graphische Darstellung der Ergebnisse wurden mittels JMP 11.0
oder Microsoft Office Excel erstellt. Fir die Darstellung der aeroben mesophilen Keimzahlen,
der Anzahl an Enterobacteriaceae und Campylobacter spp. wurden Boxplots verwendet. Die
Lange der Box entspricht dem Interquartilsabstand und stellt den Bereich dar, in dem 50 %
aller Datenwerte liegen. Der obere und untere Whisker kennzeichnet Maxima und Minima
der Werte bis zu einer Lange des 1,5-fachen Interquartilsabstandes. Werte, die gréer oder

kleiner als das 1,5-fache des Interquartilsabstandes sind, werden durch einen schwarzen
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Punkt als Ausreil3er dargestellt. Die AusreilRer werden bei der Interpretation der Ergebnisse

als Maxima oder Minima berucksichtigt.
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In zwei deutschen Broilerschlachtbetrieben wurden insgesamt 414 Proben wahrend und
nach der Schlachtung von elf unterschiedlichen Broilerherden entnommen. Bei insgesamt
194 der Proben wurden allgemeine mikrobiologische Hygieneparameter (aerobe mesophile
Keimzahl, Anzahl an Enterobacteriaceae) sowie bei 270 Proben die Anzahl an Salmonella
spp. und Campylobacter spp. bestimmt. Weitere 144 Proben wurden qualitativ auf
Salmonella spp. oder Campylobacter spp. untersucht. Eine Typisierung erfolgte bei 88

Salmonella- und bei 342 Campylobacter-Isolaten.

5.1 Aerobe mesophile Keimzahl

Die Ergebnisse fir die Bestimmung der aeroben mesophilen Keimzahlen der Brihwasser-
und Nackenhautproben sind in Abbildung 8 (Betrieb A) und in Abbildung 9 (Betrieb B)
graphisch dargestellt.

Die graphischen Darstellungen fur die Bestimmung der aeroben mesophilen Keimzahl und
der Anzahl an Enterobacteriaceae bericksichtigen jeweils die Ergebnisse der Beprobung
von vier Herden in Betrieb A (Herde A1, A2, A3 und A4) und vier Herden in Betrieb B (Herde
B1, B2, B3 und B4). Alle Proben wurden mindestens 10 Minuten nach Beginn der

Schlachtung einer Herde in jeweils gleicher Reihenfolge gezogen (vgl. Kap. 4.1.2).

In Betrieb A lagen die Werte der aeroben mesophilen Keimzahlen in den Brihwasserproben
zwischen 4,2 und 5,8 log KbE/ml Brihwasser und in den Nackenhautproben zwischen 3,6
und 5,5 log KbE/g Nackenhaut. In den Nackenhautproben lag der Medianwert nach dem
Rupfen mit 4,9 log KbE/g am hochsten. Nach der Eviszeration kam es zu einer signifikanten
Abnahme der aeroben mesophilen Keimzahl in den Nackenhautproben (p<0.0167, zur
Bonferroni-Korrektur siehe Kap. 4.11); der Medianwert lag etwa 0,4 log-Stufen niedriger als
nach dem Rupfen. In den folgenden Prozessstufen — nach dem Waschen und Kihlen — kam

es zu keiner signifikanten Anderung der aeroben Keimzahlen.
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Abbildung 8: Aerobe mesophile Keimzahlen der Briihwasser- (BW) und Nackenhautproben
(R=nach Rupfen, E=nach Eviszeration, W=nach Waschen, K=nach Kiihlen) in Betrieb A.
Boxplots mit Median, Quartilen (25 %, 75 %), Maxima und Minima

In Betrieb B lagen die Werte in den Brihwasserproben zwischen 5,7 und 6,2 log KbE/ml und
in den Nackenhautproben zwischen 2,3 und 6,0 log KbE/g (vgl. Abb. 9). Nach dem Rupfen
lag der Medianwert bei etwa 4,7 log KbE/g. Im Gegensatz zu Betrieb A kam es in Betrieb B
nach der Eviszeration zu einer Erhéhung der aeroben mesophilen Keimzahlen der
Nackenhautproben: Der Medianwert nahm nach der Eviszeration um etwa 0,3 log-Stufen zu.
Nach dem anschlieRenden Waschvorgang (Innen-AuRenwascher) nahm der Median um
etwa 1,3 log-Stufen und nach dem Kiihlen um etwa 0,5 log-Stufen ab. Die Anderung der
aeroben mesophilen Keimzahlen in den Nackenhautproben nach der Eviszeration, nach dem

Waschen und nach dem Kuhlen war jeweils signifikant (p<0.0167).
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Abbildung 9: Aerobe mesophile Keimzahlen der Briihwasser- (BW) und Nackenhautproben
(R=nach Rupfen, E=nach Eviszeration, W=nach Waschen, K=nach Kiihlen) in Betrieb B.
Boxplots mit Median, Quartilen (25 %, 75 %), Maxima und Minima

5.2 Enterobacteriaceae

In Abbildung 10 und Abbildung 11 sind die Anzahlen an Enterobacteriaceae der Brihwasser-
und Nackenhautproben fur Betrieb A bzw. fir Betrieb B dargestellt.

In den Brihwasserproben aus Betrieb A wurden Enterobacteriaceae-Keimzahlen zwischen
1,0 und 4,0 log KbE/ml bei einem Median von 2,3 log KbE/ml ermittelt. Die Keimzahlen in
den Nackenhautproben lagen zwischen 2,3 und 4,8 log KbE/g und waren nach dem Rupfen
am hochsten (Median 3,9 log KbE/g). Nach der Eviszeration kam es zu einer signifikanten
Reduktion der Enterobacteriaceae-Zahlen (p<0.0167, zur Bonferroni-Korrektur siehe Kap.
4.11). Der Medianwert nahm nach der Eviszeration um etwa 0,5 log-Stufen ab. Die Anderung

der Keimzahlen nach dem Waschen und nach dem Kihlen war nicht signifikant.
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Abbildung 10: Anzahl an Enterobacteriaceae der Briihwasser- (BW) und Nackenhautproben
(R=nach Rupfen, E=nach Eviszeration, W=nach Waschen, K=nach Kiihlen) in Betrieb A.
Boxplots mit Median, Quartilen (25 %, 75 %), Maxima und Minima

In Betrieb B wurden in den Bruhwasserproben Enterobacteriaceae-Keimzahlen zwischen
etwa 2,8 und 55 log KbE/ml (Median 3,9 log KbE/ml) nachgewiesen. In den
Nackenhautproben lagen die Keimzahlen zwischen 2,3 und 5,4 log KbE/g. Der hdchste
Medianwert von 4,0 log KbE/g wurde nach der Eviszeration ermittelt. Der Median lag nach
dem Rupfen und nach dem Waschen jeweils bei etwa 3,7 log KbE/g. Nach dem Kuhlen kam
es zu einer signifikanten Anderung der Enterobacteriaceae-Keimzahlen (p<0.0167); der

Medianwert nahm um etwa 0,4 log-Stufen ab (vgl. Abb. 11).

63



5 Ergebnisse

>
o

F

log KbE/g bzw. log KbE/ml

2,0
BW (n=12) R (n=20) E(n=20) W (n=20) K (n=20)

Abbildung 11: Anzahl an Enterobacteriaceae der Briihwasser- (BW) und Nackenhautproben
(R=nach Rupfen, E=nach Eviszeration, W=nach Waschen, K=nach Kiihlen) in Betrieb B.
Boxplots mit Median, Quartilen (25 %, 75 %), Maxima und Minima

5.3 Salmonella spp.

5.3.1 Anzahl an positiven Proben

Bei insgesamt vier von sechs im Mastbetrieb Salmonella-positiven Broilerherden wurden
Salmonella spp. auch wahrend der Schlachtung nachgewiesen. Zwei der untersuchten
Herden in Betrieb A (Herde A2 und A3) und zwei der untersuchten Herden in Betrieb B
(Herde B1 und B2) waren in den wahrend der Schlachtung entnommenen Proben
Salmonella positiv. Bei den udbrigen finf im Mastbetrieb Salmonella-negativen Herden

wurden keine Salmonella wahrend der Schlachtung detektiert.

Tabelle 30 stellt die Pravalenzen bei den wahrend der Schlachtung Salmonella-positiven
Herden dar. In Betrieb A lag die Pravalenz in den Blinddarm- und Nackenhautproben nach
dem Waschen und Kuhlen bei maximal 20 %. Die Pravalenz in den Bruhwasser- und den
Nackenhautproben nach dem Rupfen und nach der Eviszeration schwankte zwischen 0 %
und 100 %. In Betrieb B waren 40 % (Herde B1) und 60 % (Herde B2) der Blinddarmproben
Salmonella-positiv. Der Anteil an Salmonella-positiven Brihwasser- und Nackenhautproben
lag bei 80 % bis 100 % (vgl. Tab. 30).
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Tabelle 30: Salmonella-Pravalenz in Blinddarm-, Brithwasser- und Nackenhautproben bei zwei
Herden in Betrieb A (A2 und A3) und zwei Herden in Betrieb B (B1 und B2)

Salmonella-Pravalenz

Herde BD BW R E w K

A2 0% (0/5)  33%(1/3) 20%(1/5) 80% (4/5) 20% (1/5) 20 % (1/5)
A3 20 % (1/5) 100% (3/3) 80% (4/5) 0% (0/5)  20%(1/5) 0% (0/5)
B1 60 % (3/5) 100 % (3/3) 100 % (5/5) 80 % (4/5) 100 % (5/5) 100 % (5/5)
B2 40 % (2/5) 100 % (3/3) 100 % (5/5) 100 % (5/5) 80 % (4/5) 100 % (5/5)

BD=Blinddarmproben; BW=Brihwasserproben; Nackenhautproben (R=nach Rupfen, E=nach
Eviszeration, W=nach Waschen, K=nach Kihlen)

Nach der Schlachtung von vier Herden (Herde A3, A4, B4 und B7) wurden insgesamt 72
Tupferproben von Schlachtgeraten auf Salmonella spp. untersucht. Alle untersuchten

Tupferproben waren Salmonella-negativ.

5.3.2 Mini-MPN-Verfahren zur Bestimmung der Keimzahl von Salmonella spp.

In Betrieb A lag der MPN-Wert der Salmonella-positiven Proben zwischen 0,14 und 260
Salmonellalg bzw. Salmonellalml Probe. Dabei lag das Maximum der positiven
Nackenhautproben bei MPN=14/g und der positiven Brihwasserproben bei MPN=53/g. In
einer Blinddarmprobe wurden Salmonellen mit einem MPN-Wert von 260 Salmonella pro

Gramm nachgewiesen (vgl. Tab. 31).

Die MPN-Werte der positiven Proben in Betrieb B lagen zwischen 0,14 und 470 Salmonellalg
bzw. Salmonella/ml Probe. Die Maximalwerte lagen in den Nackenhaut-, Briihwasser- und
Blinddarmproben bei 470, 140 und 130 Salmonella/g MPN.

Eine Ubersicht Uber die Verteilung der MPN-Werte an den einzelnen Probenahmestellen gibt
Tabelle 31. Aufgrund der insgesamt geringen Nachweisrate an Salmonella spp. in den
untersuchten Proben (vgl. Kap. 5.3.1) wurde keine statistische Signifikanzberechnung zur

Untersuchung der Keimzahlanderungen im Prozessverlauf durchgefihrt.
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Tabelle 31: Anzahl an Salmonella spp. in den Blinddarm-, Briihwasser- und Nackenhautproben
bei wahrend der Schlachtung Salmonella-positiven Herden

Betrieb K‘;:aehl) Minimum 25 %-Quarti  Median 75 %-Quartil Maximum
BD (n=10) 0 0 0 130 260
BW (n=6) 0 0 2,52 23,75 53
R (n=10) 0 0 0,07 0,14 1,9
A E (n=10) 0 0 0 0,14 0,14
W (n=10) 0 0 0 0,035 14
K (n=10) 0 0 0 0 0,14
BD (n=10) 0 0 1,1 5,775 130
BW (n=6) 27 46,5 87 132,5 140
R (n=10) 0,14 1,46 14 110,5 330
° E (n=10) 0 1,9 12,5 105,25 470
W (n=10) 0 1,46 19 312,5 470
K (n=10) 0,14 1,235 4,9 20,675 130
BD=Blinddarmproben; BW=Brihwasserproben; Nackenhautproben (R=nach Rupfen, E=nach

Eviszeration, W=nach Waschen, K=nach Kuhlen); Brihwasserproben in MPN/ml; Nackenhaut- und
Blinddarmproben in MPN/g

5.3.3 Typisierung der Salmonella-lsolate

Insgesamt wurden 88 Salmonella-Isolate einer serologischen Typisierung durch das
Bundesinstitut fur Risikobewertung unterzogen (vgl. Kap. 4.7). Bei zwei an unterschiedlichen
Tagen geschlachteten Herden (Herde A2 und A3) in Betrieb A wurden alle typisierten Isolate
dem Serotyp S. Infantis mit der Seroformel 6,7:r:1,5 zugeordnet (vgl. Tab. 32).

Tabelle 32: Serologische Charakterisierung der Salmonella-lsolate nach dem White-Kauffmann-
Le-Minor-Schema (Issenhuth-Jeanjean et al., 2014)

Nachgewiesener Salmonella-Serotyp (Anzahl typisierter Isolate)

Probenahmestelle

Herde A2 Herde A3 Herde B1 Herde B2
Blinddarm k.n. S. Infantis (2) S. Paratyphi B (2) S. Paratyphi B (2)
Brihwasser S. Infantis (5) S. Infantis (6) S. Paratyphi B (3) S. Paratyphi B (2)

nach Rupfen* S. Infantis (5) S. Infantis (8)

nach Eviszeration* S. Infantis (15) k.n.

nach Waschen* S. Infantis (5) S. Infantis (2)

nach Kiahlen* S. Infantis (5) k.n.

S. Paratyphi B (3)
S. Paratyphi B (4)
S. Paratyphi B (4)
S. Paratyphi B (3)

S. Paratyphi B (2)
S. Paratyphi B (2)
S. Paratyphi B (3)
S. Paratyphi B (5)

*=Nackenhautprobe; k.n.=kein Nachweis von Salmonella spp.
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Bei den Salmonella-positiven Herden (Herde B1 und B2) in Betrieb B wurde jeweils der
Serotyp S. Paratyphi B (d-Tartrat-positive Variante) mit der Seroformel (1),4,12:b:1,2 ermittelt
(vgl. Tab. 32). Die Analyse mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese zeigte ein identisches
Bandenmuster (>95 % Ubereinstimmung) zwischen den lIsolaten jeweils einer Herde und

eines Serotyps nach Restriktionsenzymverdau mittels Xbal (vgl. Abb. 12).
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Abbildung 12: Dendrogramm-Darstellung der PFGE-Bandenmuster der Salmonella Paratyphi B-
Isolate bei der Herde B1 in Betrieb B (die Zahlen sind Stammnummern; LM=Langenmarker)

5.4 Campylobacter spp.

5.4.1 Anzahl an positiven Proben

Bei zehn von elf der untersuchten Herden wurden Campylobacter spp. nachgewiesen. Eine
Herde (Herde A2) war in allen untersuchten Proben Campylobacter-negativ. Bei den
Campylobacter-positiven Herden in Betrieb A lag die Pravalenz in den Blinddarm- und
Nackenhautproben jeweils bei 100 %. In den Brihwasserproben wurden in einer (Herde A1),
in drei (Herde A3) oder in keiner (Herde A4) der jeweils drei untersuchten Proben

Campylobacter spp. nachgewiesen (vgl. Tab. 33).
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Tabelle 33: Campylobacter-Pravalenz in Blinddarm-, Brithwasser- und Nackenhautproben in
Betrieb A (Herde A1, A2, A3 und A4) und in Betrieb B (Herde B1, B2, B3, B4, B5, B6 und B7)

Campylobacter-Pravalenz

Herde BD BW R E w K

A1 100 % (5/5) 33% (1/3) 100 % (5/5) 100 % (5/5) 100 % (5/5) 100 % (5/5)
A2 0 % (0/5) 0 % (0/3) 0 % (0/5) 0 % (0/5) 0 % (0/5) 0 % (0/5)
A3 100 % (5/5) 100 % (3/3) 100 % (5/5) 100 % (5/5) 100 % (5/5) 100 % (5/5)
A4 100 % (5/5) 0 % (0/3) 100 % (5/5) 100 % (5/5) 100 % (5/5) 100 % (5/5)
B1 0 % (0/5) 67 %(2/3) 100 % (5/5) 100 % (5/5) 100 % (5/5) 100 % (5/5)
B2 100 % (5/5) 100 % (3/3) 80 % (4/5) 100 % (5/5) 80 % (4/5) 100 % (5/5)
B3 0 % (0/5) 100 % (3/3) 40 % (2/5) 100 % (5/5) 40 % (2/5) 40 % (2/5)
B4 100 % (5/5) 100 % (3/3) 100 % (5/5) 100 % (5/5) 100 % (5/5) 100 % (5/5)
B5 60 % (3/5) 100 % (3/3) n.d. 100 % (5/5) n.d. n.d.

B6 60 % (3/5) 33 % (1/3) n.d. 100 % (10/10) n.d. n.d.

B7 100 % (5/5) n.d. n.d. 90 % (9/10) n.d. n.d.
BD=Blinddarmproben; BW=Brihwasserproben; Nackenhautproben (R=nach Rupfen, E=nach

Eviszeration, W=nach Waschen, K=nach Kiihlen); n.d. =Probenahme nicht durchgefihrt

In Betrieb B wurden vier an unterschiedlichen Tagen geschlachtete Herden (B1, B2, B3 und
B4) sowie drei am gleichen Tag hintereinander geschlachtete Herden (B5, B6 und B7)
beprobt. Zwei dieser Herden (B1, B3) wiesen in den Blinddarmproben keine Campylobacter
spp. auf; der Nachweis in den Brihwasser- und Nackenhautproben verlief positiv. Bei der
Herde B1 wurden in zwei von drei der BrGhwasser- und in 20 (100 %) der Nackenhautproben
Campylobacter spp. nachgewiesen. Die wahrend der Schlachtung der Herde B3
entnommenen drei Brihwasserproben waren Campylobacter positiv, wahrend in 11 (55 %)
der Nackenhautproben dieser Herde Campylobacter spp. nachgewiesen wurden. Dabei
betrug der Anteil an positiven Nackenhautproben bei Herde B3 nach der Eviszeration 100 %

(vgl. Tab. 33).

Bei den Herden B2 und B4 waren alle untersuchten Blinddarmproben Campylobacter positiv.
In den Bruhwasser- und Nackenhautproben dieser Herden wurden Campylobacter spp. mit

einem Anteil von 80 bis 100 % positiver Proben nachgewiesen (vgl. Tab. 33).

Alle drei hintereinander geschlachteten Herden wiesen Campylobacter spp. in den
Blinddarmproben mit einem Anteil von 60 % (Herde B5 und B6) bzw. 100 % (Herde B7) auf.
In drei von drei wahrend der Schlachtung der Herde B5 gezogenen Brihwasserproben und
in einer von drei wahrend der Schlachtung der Herde B6 gezogenen Brihwasserproben
wurden Campylobacter spp.

nachgewiesen. Die nach der Eviszeration gezogenen
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Nackenhautproben waren bei allen drei hintereinander geschlachteten Herden bis auf eine
Probe der Herde B7 positiv (vgl. Tab. 33).

Nach der Schlachtung der Herden A3, A4, B4 und B7 waren je nach Probenahmestelle bis
zu drei von jeweils drei der vor der Reinigung und Desinfektion entnommenen Tupferproben
Campylobacter positiv (vgl. Tab. 34).

Tabelle 34: Campylobacter-Pravalenz in Tupferproben von den Schlachtgerdten nach der

Schlachtung von zwei Herden in Betrieb A (Herde A3 und A4) und zwei Herden in Betrieb B
(Herde B4 und B7)

Campylobacter-Pravalenz

Herde Rupffinger Kloaken- Korperhdhlen- Ausnehmer Nackenhaut- Vakuum-
schneider offner schneider sauger
A3 100 % (3/3) 67 % (2/3) 100 % (3/3) 100 % (3/3) 100 % (3/3) 100 % (3/3)
A4 100 % (3/3) 100 % (3/3) 33 % (1/3) 100 % (3/3) 33 % (1/3) 33 % (1/3)
B4 33% (1/3) 100 % (3/3) 67 % (2/3) 67 % (2/3) 100 % (3/3) 67 % (2/3)
B7 67 % (2/3) 0 % (0/3) 0 % (0/3) 100 % (3/3) 33 % (1/3) 67 % (2/3)

5.4.2 Semiquantitatives Verfahren zur Bestimmung der Keimzahl von
Campylobacter spp.

Die Bestimmung der Keimzahl von Campylobacter spp. erfolgte fur die Blinddarm-,

Bruhwasser- und Nackenhautproben. Die hochste Verdinnung mit bestatigtem

Campylobacter-Wachstum wurde flr die Ablesung der Keimzahlen entsprechend der

Tabellen 38 und 39 (siehe Anhang) verwendet. Die Keimzahlen wurden anschlieRend fur die

statistischen Berechnungen und fir die graphische Darstellung log-transformiert.

Die Abbildungen 13 und 14 fassen die semiquantitativen Campylobacter-Befunde bei den
einzeln beprobten Herden in Betrieb A (Herde A1, A3 und A4) und in Betrieb B (Herde B1,
B2, B3 und B4) zusammen. Die graphischen Darstellungen bericksichtigen alle ermittelten
MPN-Werte, einschliellich negativer Proben (MPN=0/g bzw. MPN=0/ml), bei Herden mit
einem gleichen zeitlichen Ablauf der Probenahme. Das heildt, es wurden alle Proben
mindestens 10 Minuten nach Beginn der Schlachtung einer Herde in jeweils gleicher
Reihenfolge gezogen (vgl. Kap. 4.1.2). Die Ergebnisse der Herde A2 wurden in die
Auswertung nicht mit einbezogen, da alle Proben dieser Herde Campylobacter-negativ

waren.

In beiden Betrieben wurden aus Blinddarmproben Campylobacter spp. mit Keimzahlen bis
zur oberen Nachweisgrenze (27,4 log MPN/g) isoliert. Der Median der MPN-Werte bei
Blinddarm-positiven Herden lag in Betrieb A bei etwa 6,4 log MPN/g und in Betrieb B bei
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etwa 5,9 log MPN/g. Die MPN-Werte in den Bruhwasserproben lagen in beiden Betrieben
zwischen 0 und etwa 4,4 log MPN/ml Probe.

In Betrieb A wurden Campylobacter-Keimzahlen in den Nackenhautproben von etwa 1,4 bis
28,4 log MPN/g (obere Nachweisgrenze) ermittelt. Die Median-Werte der MPN-Keimzahlen
in den Nackenhauten waren in Betrieb A nach dem Entfedern und nach dem Kihlen mit etwa
3,4 log MPN/g am héchsten. Nach der Eviszeration und nach dem Waschen betrug der
Medianwert jeweils etwa 2,4 log MPN/g (vgl. Abb. 13).

log MPN/g bzw. log MPN/ml
N

BW (n=9) R (n=15) E(n=15) W (n=15) K(n=15)

Abbildung 13: Anzahl an Campylobacter spp. der Briihwasser- (BW) und Nackenhautproben
(R=nach Rupfen, E=nach Eviszeration, W=nach Waschen, K=nach Kiihlen) bei drei
blinddarmpositiven Herden in Betrieb A. Boxplots mit Median (breite Linien), Quartilen (25 %,
75 %), Maxima und Minima

Die Campylobacter-Keimzahlen der Nackenhautproben in Betrieb B lagen zwischen 0 und
etwa 4,4 log MPN/g. Der Median der MPN-Keimzahlen in den Nackenhauten bei den
blinddarmpositiven Herden war nach der Eviszeration und nach dem Waschen mit jeweils
etwa 3,4 log MPN/g am hdchsten. Nach dem Rupfen und Kihlen lag der Medianwert jeweils
bei etwa 2,4 log MPN/g (vgl. Abb. 14). Bei den blinddarmnegativen Herden lag der
Medianwert in den Nackenhauten nach der Eviszeration mit etwa 2,9 log MPN/g am
héchsten. Die Medianwerte nach dem Rupfen, Waschen und Kihlen lagen bei etwa 2,4, 1,4
und 2,4 log MPN/g (vgl. Abb. 14).
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Abbildung 14: Anzahl an Campylobacter spp. der Briihwasser- (BW) und Nackenhautproben
(R=nach Rupfen, E=nach Eviszeration, W=nach Waschen, K=nach Kiihlen) bei zwei
blinddarmnegativen und zwei blinddarmpositiven Herden in Betrieb B. Boxplots mit Median
(breite Linien), Quartilen (25 %, 75 %), Maxima und Minima

Tabelle 40 (siehe Anhang) fasst die MPN-Ergebnisse des semiquantitativen

Untersuchungsverfahrens von Campylobacter spp. fur beide Betriebe zusammen.

5.4.3 Speziesdifferenzierung der Campylobacter-lsolate

Die Speziesdifferenzierung erfolgte mittels Multiplex-PCR in Anlehnung an Wang et al.
(2002). Fur den Nachweis von C. lari wurden die Primer nach Chaban et al. (2009)
eingesetzt (vgl. Abb. 15).

Bei zehn Herden mit einem positiven Campylobacter-Nachweis wurde die Spezies C. jejuni
isoliert. Zwei dieser Herden (A4 und B1) wiesen zuséatzlich die Spezies C. coli auf. C. lari

wurde in keiner Probe nachgewiesen.

In insgesamt 256 (98,8 %) der 259 Campylobacter-positiven Proben wurde C. jejuni mittels
Multiplex-PCR identifiziert. C. jejuni war an allen Probenahmestellen nachweisbar. Der
Nachweis von C. coli erfolgte bei 31 (11,9 %) der Campylobacter-positiven Proben. Bei der
Herde A4 wurde C. coli in den Blinddarm-, Nackenhaut- und Gerateproben in insgesamt 28
(75,7 %) der positiven Proben detektiert, wahrend bei Herde B1 insgesamt drei (13,6 %) der

positiven Proben (Nackenhautproben) C. coli enthielten.
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Abbildung 15: Gelelektrophorese-Bild des Nachweises von Campylobacter spp. mittels
Multiplex-PCR in Anlehnung an Wang et al. (2002) und Chaban et al. (2009). M=Marker;
C. jejuni (1, 4,9, 12); C. coli (3, 8, 11); C. lari (2, 7, 10)

5.4.4 Typisierung der Campylobacter-lsolate

Eine flaA-Typisierung erfolgte bei 329 der C. jejuni-lsolate. Die zur Typisierung
herangezogenen Campylobacter-Isolate stammten von vier an unterschiedlichen Tagen
geschlachteten Herden (vgl. Tab. 35) sowie zusatzlich von drei am gleichen Tag
hintereinander geschlachteten Herden (vgl. Tab. 36 und Tab. 37). Von ein und derselben

Probe wurden bis zu flnf Isolate typisiert.

Bei der Herde A1 wurde der flaA-Typ 321 in den Blinddarmproben und in allen gezogenen
Nackenhautproben nachgewiesen. Aus den Bruhwasserproben wurden Kkeine
Campylobacter spp. isoliert. Die Herde A3 wies den flaA-Typ 264 in den Blinddarm-,
Brihwasser-, Nackenhaut- und Gerateproben auf. Zusatzlich wurde bei der Herde A3 in zwei
Proben der flaA-Typ 1208, in zwei Proben der flaA-Typ 34 und in jeweils einer Probe der
flaA-Typ 1438 bzw. 54 ermittelt (vgl. Tab. 35).

In Herde B1 wurde der flaA-Typ 34 in den Nackenhautproben nachgewiesen. Die
untersuchten Blinddarmproben waren Campylobacter-negativ. Eine Typisierung der
Bruhwasserproben war bei der Herde B1 nicht moglich, da keine Reinkulturen isoliert werden
konnten. Bei der Herde B2 wurde der flaA-Typ 49 in den Blinddarm- und Nackenhautproben
nachgewiesen. In einer Nackenhautprobe nach dem Kihlen wurde der flaA-Typ 315
detektiert (vgl. Tab. 35).
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Tabelle 35: flaA-Typen der Campylobacter jejuni-lsolate bei vier an unterschiedlichen Tagen
geschlachteten Broilerherden aus zwei verschiedenen Broilerschlachtbetrieben

Nachgewiesener flaA-Typ (positive Isolate/typisierte Isolate)

Probenahmestelle

Herde A1 Herde A3 Herde B1 Herde B2
Blinddarm 321 (5/5) 264 (7/7) k.n. 49 (2/2)
Brihwasser k.n. 264 (4/4) k.r. 49 (3/3)
nach Rupfen* 321 (5/5) 264 (1/3) 34 (5/5) 49 (3/3)
34 (1/3)
54 (1/3)
nach Eviszeration* 321 (5/5) 264 (4/4) 34 (5/5) 49 (5/5)
nach Waschen* 321 (5/5) 264 (3/4) 34 (5/5) 49 (3/3)
1208 (1/4)
nach Kihlen* 321 (5/5) 264 (4/6) 34 (5/5) 49 (3/4)
34 (1/6) 315 (1/4)
1438 (1/6)
Rupffinger** n.d 264 (1/1) n.d n.d
Kloakenschneider** n.d 264 (5/5) n.d n.d
Korperhohlenoffner n.d 264 (1/1) n.d n.d
Ausnehmer** n.d 264 (7/8) n.d n.d
1208 (1/8)
Nackenhautschneider** n.d 264 (3/3) n.d n.d
Vakuumsauger** n.d. 264 (11/11) n.d n.d.

*=Nackenhautprobe; **=Geratetupferprobe; n.d.=Probenahme nicht durchgefihrt; k.n.=kein Nachweis
von Campylobacter spp.; k.r.=keine Isolierung von Reinkulturen madglich

Die Ergebnisse der flaA-Typisierung der Campylobacter-Isolate bei drei hintereinander
geschlachteten Herden zeigten, dass in der ersten Herde (Herde B5) vier unterschiedliche
flaA-Typen auftraten (vgl. Tab. 36). Dabei war der flaA-Typ 49 (48 %) am haufigsten
vertreten, gefolgt von dem flaA-Typ 117 (36 %) und flaA-Typ 105 (12 %). In der zweiten und
dritten Herde dominierte der flaA-Typ 105 (B6: 62 % und B7: 75 %), wahrend die flaA-Typen
49 und 117 in weniger als 30 % der Isolate vorkamen. In jeweils einem Isolat wurden die

flaA-Typen 1552 und 34 nachgewiesen.

Tabelle 37 stellt die flaA-Typen der C. jejuni-lsolate aus den unterschiedlichen
Probenahmestellen dar. Eine Isolierung von Reinkulturen von C. jejuni gelang nur bei zwei
Blinddarmproben aus der ersten Herde. Somit Iasst sich nicht feststellen, welche flaA-Typen
bereits vor der Schlachtung in den Herden vertreten waren. Alle drei dominierenden flaA-
Typen wurden auf den Gerateproben nach der Schlachtung der dritten Herde detektiert (vgl.
Tab. 37).
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Tabelle 36: Prozentualer Anteil

hintereinander geschlachteten Broilerherden aus Betrieb B

detektierter flaA-Typen der C. jejuni-lsolate bei

drei

flaA-Typ Herde B5 Herde B6 Herde 7 Gerite
49 48 % (12/25) 15 % (4/26) 20 % (4/20) 33 % (2/6)
105 12 % (3/25) 62 % (16/26) 75 % (15/20) 33 % (2/6)
117 36 % (9/25) 23 % (6/26) 5% (1/20) 17 % (1/6)
1552 4 % (1/25) 0 0 0
34 0 0 0 17 % (1/6)
Tabelle 37: flaA-Typen der C. jejuni-Isolate bei drei hintereinander geschlachteten

Broilerherden aus Betrieb B

Probenahmestelle

Nachgewiesener flaA-Typ (positive Isolate/typisierte Isolate)

Herde B5 Herde B6 Herde B7
Blinddarm 49 (3/6) k.r. k.r.
117 (3/6)
Brihwasser 49 (2/5) 117 (1/1) k.n.
117 (3/5)
nach Rupfen* n.d. n.d. n.d.
nach Eviszeration* 49 (7/14) 49 (4/25) 49 (4/20)
117 (3/14) 117 (5/25) 117 (1/20)
105 (3/14) 105 (16/25) 105 (15/20)
1552 (1/14)
nach Waschen* n.d. n.d. n.d.
nach Kihlen* n.d. n.d. n.d.
Rupffinger* n.d. n.d. 105 (1/1)
Kloakenschneider** n.d. n.d. k.n.
Korperhohlenoffner** n.d. n.d. k.n.
Ausnehmer** n.d. n.d. 49 (2/3)
117 (1/3)
Nackenhautschneider** n.d. n.d. 105 (1/1)
Vakuumsauger** n.d. n.d. 34 (1/1)

*=Nackenhautprobe; **=Geratetupferprobe; n.d.=Probenahme nicht durchgeflihrt; k.n.=kein Nachweis
von Campylobacter spp.; k.r.=keine Isolierung von Reinkulturen moglich
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6 Diskussion

Laut Zoonosentrendbericht der EFSA gehdren Campylobacteriosen und Salmonellosen zu
den am haufigsten gemeldeten Zoonosen in der EU im Jahr 2013 (EFSA und ECDC, 2015).
Dabei ist Gefligelfleisch, insbesondere Hahnchenfleisch, haufig mit Campylobacter und
Salmonella spp. belastet (BfR, 2015). Eine Kontamination von Hahnchenschlachtkérpern
kann auf verschiedenen Stufen der Schlachtung erfolgen (Bryan und Doyle, 1995). In dieser
Arbeit wurde die mikrobielle Kontamination von Hahnchenkarkassen vergleichend bei zwei
deutschen Broilerschlachtbetrieben mit unterschiedlichen Betriebsstrukturen untersucht (vgl.
Kap. 4.1). Dazu wurden Blinddarm-, Brihwasser-, Nackenhaut- und Gerateproben wahrend
der Schlachtung von insgesamt elf Broilerherden gezogen. Zu untersuchende Parameter
waren die aerobe mesophile Keimzahl sowie die Anzahl an Enterobacteriaceae, Salmonella
spp. und Campylobacter spp. Bestatigte Isolate wurden durch Sequenzierung des flaA-Gens
(Campylobacter spp.) bzw. durch  Makrorestriktionsanalyse  mittels  Pulsfeld-
Gelelektrophorese (Salmonella spp.) auf klonale Zusammenhange untersucht. Das Ziel war
es, den Einfluss unterschiedlicher Betriebsstrukturen der Schlachthofe auf die

Kreuzkontamination der Hahnchenkarkassen zu Uberprifen.

Unterschiede zwischen Studien, die Hahnchenkarkassen wahrend der Schlachtung
beprobten, kénnen auf unterschiedlichen Probenahme- oder Nachweismethoden beruhen.
Untersuchungen, die die Probenahme mittels Karkassenspll- oder Hautprobe direkt
verglichen, stellten hinsichtlich der aeroben mesophilen Keimzahlen und der Anzahl an
Enterobacteriaceae meist nur geringe Unterschiede (<0,5 log KbE) zwischen den beiden
Probenahmeverfahren fest (Gill et al., 2005; Zhang et al., 2012; Giombelli et al., 2013). Die
Beprobung einer definierten Hautflache mittels Tupferprobe fuhrte in einigen Studien jedoch
zu geringeren oder hdheren Keimzahlen als die zuvor genannten Verfahren (Gill et al., 2005;
Zhang et al., 2012).

Hinsichtlich des Nachweises von Salmonella spp. wahrend der Broilerschlachtung wurden
bei der Nackenhautprobe vergleichbare Sensitivitaten wie bei der Karkassenspulprobe
nachgewiesen (Giombelli et al., 2013; Cox et al., 2014). Jergensen et al. (2002) vermuteten,
dass die Erfassung von tiefer in der Haut befindlichen Keimen bei der destruktiven
Probenahme oder eine unterschiedliche Hintergrundflora die Nachweisraten beeinflussen
konnten. Die Autoren wiesen keine Unterschiede in der Sensitivitdt zwischen der
Nackenhaut- und Karkassenspilprobe flir den Nachweis von Campylobacter spp. bei
frischen Hahnchenkarkassen aus dem Handel nach, jedoch wurden héhere Campylobacter-

Keimzahlen in den Spulproben nachgewiesen (Jargensen et al., 2002).
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In der vorliegenden Studie wurde fur die Quantifizierung von Salmonella und Campylobacter
jeweils eine MPN-Methode mit anschlieRendem PCR-Nachweis benutzt. Der Vorteil einer
MPN-Methode liegt darin, dass bereits geringe Keimzahlen in Lebensmitteln aufgrund des
durchgefuhrten Anreicherungsschritts detektiert werden kdénnen. Zudem koénnen subletal
geschadigte Zellen wiederbelebt werden (Malorny et al., 2008). In Untersuchungen von
Scherer (2007) wurden nur geringe Unterschiede zwischen den Campylobacter-Keimzahlen
nach einer MPN-Methode im Vergleich zu dem direkten Ausspateln bei Hahnchenproben

festgestellt.

6.1 Allgemeine mikrobiologische Parameter

Die aeroben mesophilen Keimzahlen der Brihwasserproben lagen in Betrieb A zwischen 4,2
und 5,8 log KbE/ml (Median log 5,0 KbE/ml) und in Betrieb B zwischen 5,7 und 6,2 log
KbE/ml (Median log 6,0 KbE/ml). Ahnlich hohe mittlere aerobe mesophile Keimzahlen
wurden auch in anderen Studien bei einer vergleichbaren Brihtemperatur von etwa 53 °C
festgestellt (Geornaras et al., 1995; Goksoy et al., 2004; Zweifel et al., 2015). Obwohl der
Median der aeroben mesophilen Keimzahlen der Brihwasserproben in Betrieb B um etwa
eine log-Stufe hdher lag als in Betrieb A, fihrte dies nicht zu héheren Keimzahlen bei den
Karkassen nach dem Rupfen: Der Median lag in Betrieb A bei 4,9 log KbE/ml und in Betrieb
B bei 4,7 log KbE/ml. Die Werte der aeroben mesophilen Keimzahlen der Nackenhautproben
nach dem Rupfen waren in dieser Studie in etwa so hoch wie in Untersuchungen von
Berrang und Dickens (2000), Svobodova et al. (2012) und Zweifel et al. (2015).

In spateren Schritten des Produktionsprozesses zeigten sich Unterschiede zwischen den
Betrieben in Abhangigkeit von der Prozessstufe. Nach der Eviszeration nahm der Median der
aeroben mesophilen Keimzahlen in Betrieb A um etwa 0,4 log-Stufen ab und in Betrieb B um
etwa 0,3 log-Stufen zu. Wahrend sich die Medianwerte der aeroben mesophilen Keimzahlen
nach dem Innen- und AuRenwascher und nach dem Kiihlen in Betrieb A nur wenig anderten
(<0,2 log KbE/g), kam es in Betrieb B zu Reduktionen um etwa 1,3 log-Stufen nach dem
Waschen und etwa 0,4 log-Stufen nach dem Kuihlen der Karkassen. Diese Ergebnisse
decken sich mit denen aus anderen Studien, in denen gezeigt wurde, dass die aeroben
mesophilen Keimzahlen zum Ende des Schlachtprozesses je nach Betrieb weiterhin
abnehmen oder sich nur noch wenig andern (vgl. Abb. 2). Besonders auffallend ist jedoch
die groBe Reduktion um etwa 1,3 log-Stufen nach dem Innen- und Auflenwascher in
Betrieb B. In anderen Studien wurden Reduktionen bis ca. 0,9 log-Stufen durch das finale
Waschen der Karkassen vor dem Kuhlen beobachtet (Berrang und Dickens, 2000; Northcutt
et al., 2003b; Goksoy et al., 2004; Matias et al., 2010). Obwohl in den Studien teilweise Chlor
in das Waschwasser zugesetzt wurde, war die Reduktion der aeroben mesophilen

Keimzahlen nicht so grol3 wie in Betrieb B in der vorliegenden Studie. Méglicherweise spielt
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hierbei die Menge an oberflachlich anhaftendem organischen Material und der daran
gebundenen aeroben mesophilen Keime eine Rolle, die bereits durch frihere
Waschprozesse — nach dem Rupfen oder wahrend der Eviszeration — abgewaschen werden
konnten (Gill und Landers, 2003; Gill et al., 2006). Den Autoren zufolge kdnnte der Innen-
und Aulenwascher nur noch einen geringeren Reduktionseffekt erzielen, weil im Gewebe
fest anhaftende Keime nicht entfernt werden (Gill und Landers, 2003; Gill et al., 2006). Fur
diese Theorie spricht, dass in Betrieb A ein ZusatzauRenwascher nach dem Rupfen
installiert war, und dass es in diesem Betrieb nach der Eviszeration zu einer Reduktion der
aeroben mesophilen Keimzahlen kam, wahrend nach dem Innen- und AuRenwascher sich

die Keimzahlen kaum anderten.

Die Anderung der Anzahl an Enterobacteriaceae im Schlachtverlauf in Abhangigkeit von der
Prozessstufe folgte in beiden Betrieben einem &hnlichen Muster wie die Anderung der
aeroben mesophilen Keimzahlen, war aber weniger stark ausgepragt. In Betrieb B wurden
hohere Enterobacteriaceae-Zahlen in den BrUhwasserproben ermittelt als in Betrieb A
(Median etwa 2,3 bzw. 3,9 log KbE/ml). Dies zeigte sich jedoch nicht in héheren
Enterobacteriaceae-Keimzahlen bei den Karkassen nach dem Rupfen — in Betrieb A lag der
Medianwert bei etwa 3,9 log KbE/g Nackenhaut und in Betrieb B bei etwa 3,7 log KbE/g
Nackenhaut. Die in der vorliegenden Studie ermittelten Enterobacteriaceae-Keimzahlen sind
ahnlich hoch wie in anderen Studien (Geornaras et al., 1995; Goksoy et al., 2004; Zweifel et
al., 2015). Die einzigen signifikanten Anderungen der Keimzahlen in den Nackenhautproben
im Schlachtverlauf erfolgten in Betrieb A nach der Eviszeration und in Betrieb B nach dem
Kidhlen. Das Waschen hatte in Betrieb B einen geringeren Einfluss auf die
Enterobacteriaceae-Keimzahlen als auf die aeroben mesophilen Keimzahlen: Der Median
der Enterobacteriaceae-Keimzahlen nahm nach dem Waschen um etwa 0,3 log-Stufen ab.
Wahrend viele Studien Uber eine Abnahme der Enterobacteriaceae-Zahlen nach dem
Waschen berichteten, war diese - wie auch in der vorliegenden Studie - oft geringer
ausgepragt als die Abnahme der aeroben mesophilen Keimzahlen, und vom untersuchten
Schlachtbetrieb abhangig (vgl. Abb. 2 und Abb. 3).

6.2 Salmonella spp.

Der Nachweis von Salmonella spp. wahrend der Schlachtung war vom Ergebnis der
Kotuntersuchung im Mastbetrieb abhangig. Nur bei im Mastbetrieb Salmonella-positiven
Broilerherden wurden auch Salmonella wahrend der Schlachtung nachgewiesen. Der Anteil
an Salmonella-positiven Blinddarm-, Brihwasser- und Nackenhautproben lag bei den
positiven Herden in Betrieb A insgesamt niedriger als bei den positiven Herden in Betrieb B
(Betrieb A: 30,4 %; Betrieb B: 87,5 %). Bei einer Herde in Betrieb A wurden keine

Salmonellen in den Blinddarmproben nachgewiesen, obwohl die Briuhwasser- und
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Nackenhautproben teilweise positiv waren (vgl. Tab. 30). Diese Befunde konnen
mdglicherweise  durch  eine  geringere Innenherdenpravalenz  (Anteil  positiver
Blinddarmproben) bei den untersuchten Herden in Betrieb A erklarbar sein. Da jedoch nur
zwei Herden pro Betrieb Salmonellen aufwiesen und die Anzahl der untersuchten
Blinddarmproben mit n=5 je Herde und Probenahmestelle niedrig lagen, kann dies nur
vermutet werden. In friheren Studien wurde gezeigt, dass der Nachweis von Salmonellen im
Mastbetrieb oder in den Blinddarmen einer Herde mit einem Risiko fur die Kontamination von
Broilerkarkassen wahrend der Schlachtung assoziiert ist (Fluckey et al., 2003; Arsenault et
al., 2007b; Volkova et al., 2010; Berghaus et al., 2013).

Die Keimzahl von Salmonella spp. lag in dieser Studie auf einem niedrigen Niveau: Die
MPN-Werte der Salmonella-positiven Proben lagen zwischen 0,14 und 260 (Betrieb A) bzw.
zwischen 0,14 und 470 (Betrieb B) Salmonella/g bzw. Salmonella/m| Probe (vgl. Tab. 31).
Ahnlich niedrige mittlere Werte von <10° Salmonella auf Broilerkarkassen wurden zuvor in
Studien mittels eines MPN-Verfahrens nachgewiesen (Brichta-Harhay et al., 2008; Hue et
al., 2011a; Berghaus et al., 2013). Berghaus et al. (2013) zeigten, dass die Salmonella-
Pravalenz und die Salmonella-Keimzahl auf den Karkassen im Laufe der Schlachtung
abnimmt. Trotz der geringen Salmonellennachweisrate in der vorliegenden Studie deuten die
Ergebnisse auch auf eine Abnahme der Kontaminationen zum Ende der Schlachtung hin. So
war der Anteil positiver Proben in Betrieb A nach dem Rupfen und nach der Eviszeration
hoéher als nach dem Waschen und nach dem Kuhlen (vgl. Tab. 30). Insbesondere nach dem
Kihlen waren die ermittelten MPN-Werte niedriger als bei friheren Prozessstufen (vgl. Tab.
31).

Die Typisierung der Salmonella-Isolate ergab bei zwei Herden in Betrieb A den Serotyp S.
Infantis und bei zwei Herden in Betrieb B den Serotyp S. Paratyphi B (d-Tartrat-positive
Variante). Beide Serovare gehdrten im Jahr 2013 zu den zehn am haufigsten in
Hahnchenfleisch gemeldeten Serovaren in der EU (EFSA und ECDC, 2015). Die Analyse
mittels PFGE zeigte, dass es sich bei den Serotypen um jeweils klonal eng verwandte
Genotypen handelte. Das PFGE-Profil der S. Infantis-Isolate ist nach Vergleich mit der
Publikation von Hauser et al. (2012) dem Pulsfeldtyp 24 zuzuordnen, der bisher aus einer
porcinen Lymphknotenprobe in Deutschland isoliert wurde (Hauser et al., 2012). Die S.
Paratyphi B-Isolate konnten nach der Publikation von Toboldt et al. (2012) der Profil-Nr. 61
zugeordnet werden. Dieser wurde bisher in einem Humanisolat beschrieben (Toboldt et al.,
2012).

Dass identische Genotypen in beiden Betrieben sowohl in den Blinddarm- als auch in den

Brihwasser- und auf den Nackenhautproben nachgewiesen wurden, weist auf eine
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Kontamination durch die jeweils geschlachtete Herde hin. Auch die Tatsache, dass
Salmonellen nur bei Herden nachgewiesen wurden, die bereits im Mastbetrieb Salmonella
positiv waren, spricht dafur, dass Kreuzkontaminationen durch vorher geschlachtete Herden
bei den in dieser Studie untersuchten Herden nicht vorkamen. In anderen Studien konnten
Kreuzkontaminationen durch vorher geschlachtete Herden mittels Genotypisierung
nachgewiesen werden (Olsen et al., 2003; Rasschaert et al., 2007a; Rasschaert et al.,
2008). Im Gegensatz zu den Ergebnissen in der vorliegenden Studie wiesen Rasschaert et
al. (2007) mehrere verschiedene PFGE-Genotypen und Serotypen bei ein und derselben
geschlachteten Herde nach; die Autoren wiesen auch teilweise dieselben Sero- und
Genotypen vor der Schlachtung auf den Schlachtgeraten und auf den Karkassen wahrend
der Schlachtung nach (Rasschaert et al., 2007a). Dass in der vorliegenden Studie maximal
ein Genotyp pro Herde vorkam, kénnte auf die abnehmende Salmonella-Pravalenz in
Masthahnchenherden in den letzten Jahren zurlickzuflihren sein (EFSA und ECDC, 2015).
In dieser Studie wurden auch keine Salmonellen auf den Schlachtgeraten direkt nach der
Schlachtung einer positiven Herde nachgewiesen. Dies koénnte durch eine geringe
Salmonella-Belastung in den untersuchten Herden, aber auch durch die Beprobung einer
relativ kleinen Flache der Schlachtgerate mittels eines Wattestabs (Cary-Blair-Tupfer)

erklarbar sein (vgl. Kap. 4.1).

6.3 Campylobacter spp.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie deuten darauf hin, dass Kontaminationen der
Schlachtkérper mit  Campylobacter spp. sowohl durch die Schlachtung von
blinddarmpositiven Broilerherden als auch durch Kreuzkontaminationen Uber kontaminierte
Schlachtgerate zustande kamen. Bei 8 von 11 der in dieser Studie untersuchten Herden
wurden Campylobacter spp. in den Blinddarmproben nachgewiesen. Diese Herden wiesen
Campylobacter spp. mit einem hohen Anteil von meist 100 % in den Nackenhautproben auf.
Insgesamt waren 65,4 % (36/55) der Blinddarmproben und 80 % (32/40) der nach der
Kihlung untersuchten Nackenhaut-Poolproben Campylobacter spp. positiv. Damit liegt die
Campylobacter-Pravalenz bei der Stichprobe in dieser Studie hoher als bei der
Pravalenzuntersuchung im Rahmen des Zoonosenmonitorings im Jahr 2013 in Deutschland
(BVL, 2015).

Lediglich eine der untersuchten Herden — die Herde A2 in Betrieb A — war in allen
gezogenen Blinddarm-, Brihwasser- und Nackenhautproben Campylobacter-negativ. Dies
kdnnte daran liegen, dass vor dieser Herde eine oder mehrere Campylobacter-negative
Herden geschlachtet wurden. Die These kann jedoch nicht mit Sicherheit bestatigt werden,
da keine Proben von vorausgegangenen Herden bei der Herde A2 gezogen wurden. Reich

et al. (2008) zeigten, dass vor der Schlachtung einer in Karkassenproben Campylobacter
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negativen Herde mehrere blinddarmnegative Herden geschlachtet wurden. Weiterhin
dokumentierten sie, dass eine blinddarmnegative Herde eine hohere Campylobacter-
Pravalenz der Karkassen aufwies, wenn zuvor eine blinddarmpositive Herde geschlachtet
wurde (Reich et al., 2008). Eine andere Erklarung fir die negativen Ergebnisse der Herde A2
konnte sein, dass die Kreuzkontamination einer negativen Herde zeitabhangig ist. So wurden
in Untersuchungen von Elvers et al. (2011) nur die ersten Tiere einer negativen Herde mit
Campylobacter kontaminiert; nach Schlachtung von etwa 5.000 Tieren einer negativen
Herde wurden keine Campylobacter spp. mehr auf den Karkassen detektiert (Elvers et al.,
2011). In der vorliegenden Studie erfolgte die Probenahme bei der Herde A2 mindestens 10
Minuten nach Schlachtung des ersten Tieres der Herde, sodass bei einer
Schlachtgeschwindigkeit von 12.000 Tieren/h ab Beginn der Probenahme bereits

mindestens 2.000 Tiere der Herde geschlachtet wurden.

In Betrieb B wurden bei zwei Herden (Herde B1 und B3) in den Blinddarmproben keine
Campylobacter nachgewiesen, jedoch waren die Briuhwasser- und Nackenhautproben
Campylobacter positiv. Dabei waren bei der Herde B3 mehrere Nackenhautproben
- insbesondere nach dem Rupfen, Waschen und Kuhlen — Campylobacter-negativ bzw.
unterhalb der Nachweisgrenze (vgl. Tab. 33). Die Kontaminationen dieser Herden kamen
moglicherweise durch Kreuzkontaminationen Uber vorher geschlachtete positive Herden
zustande. Durch die niedrige Probenzahl von n=5 Blinddarmproben je Herde kann jedoch die
Maoglichkeit der falsch-negativen Identifizierung der Herden B1 und B3 nicht ausgeschlossen

werden.

Die Campylobacter—Pravalenzen in den Brihwasserproben variierten in Abhangigkeit von
der untersuchten Herde und korrelierten in beiden Betrieben nur schlecht mit den
Ergebnissen der Blinddarmproben (vgl. Tab. 33). In beiden Betrieben wurden
Campylobacter-Keimzahlen bis etwa 4,4 log MPN/ml ermittelt, jedoch lagen in Betrieb A
deutlich mehr Proben unterhalb der Nachweisgrenze als in Betrieb B. Moglicherweise spielte
hier der Typ des Bruhsystems eine Rolle: In Betrieb A wurde das Bruhwasser in
Gegenrichtung zu den Karkassen geleitet (vgl. Tab. 14). Dies kénnte auch eine Ursache flr
die niedrigeren aeroben mesophilen Keimzahlen und Enterobacteriaceae-Zahlen des
Brihwassers in Betrieb A sein. In friiheren Studien konnte die mikrobielle Belastung des
Brihwassers gesenkt werden, indem mehrere Brihtanks im Gegenstromprinzip betrieben
wurden und indem die Brihwassertemperatur erhdht wurde (Waldroup et al., 1993; Cason et
al., 1999; Cason und Hinton, 2006; Lehner et al., 2014).

Der Median der MPN-Werte in den Blinddarmproben von Campylobacter-positiven Herden

lag in Betrieb A bei etwa 6,4 und in Betrieb B bei etwa 5,9 log MPN/g, wobei viele Proben
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Campylobacter-Keimzahlen bis zur oberen Nachweisgrenze von etwa 7,4 log MPN/g
aufwiesen. In der Literatur wurde Uber mittlere Campylobacter-Keimzahlen von etwa 4 bis 11
log MPN/g im Caecuminhalt bei Campylobacter-positiven Herden berichtet (Allen et al.,
2007; Reich et al., 2008; Hue et al., 2011b; Sasaki et al., 2012; Seliwiorstow et al., 2015).
Hue et al. (2011b) stellten fest, dass Karkassen von blinddarmpositiven Herden signifikant
héhere Konzentrationen an Campylobacter spp. auf den Karkassen aufwiesen als Karkassen
von blinddarmnegativen Herden. Auch in der vorliegenden Studie wurden hoéhere
Keimzahlen auf den Karkassen bei den blinddarmpositiven Herden nachgewiesen (vgl.
Abb. 14). Wahrend die Medianwerte in Betrieb A nach dem Rupfen und nach dem Kiihlen
mit etwa 3,4 log MPN/g am hochsten waren, wurden in Betrieb B die héchsten Medianwerte
von 3,4 log MPN/g nach der Eviszeration ermittelt (vgl. Tab. 40). Die in dieser Studie
ermittelten Campylobacter-Keimzahlen in den Nackenhautproben lagen in einem ahnlichen
Bereich wie in einer Grundlagenstudie des Bundesinstituts fur Risikobewertung aus dem
Jahr 2009, bei der etwa 39 % der Karkassen Keimzahlen zwischen 100 und 1.000 KbE/g
aufwiesen (BfR, 2009). Die Unterschiede in der Anzahl an Campylobacter spp. zwischen den
verschiedenen Probenahmestellen waren — im Gegensatz zu den aeroben mesophilen
Keimzahlen und der Anzahl an Enterobacteriaceae — in beiden untersuchten
Schlachtbetrieben nicht signifikant. In der Literatur wurde nach der Eviszeration Uber
zunehmende, abnehmende oder gleichbleibende Anzahlen an Campylobacter spp. auf
Broilerkarkassen berichtet. Nach dem Innen- und AulRenwéascher sowie nach dem Kiihlen

der Karkassen nahmen die Campylobacter-Keimzahlen meistens ab (vgl. Tab. 5).

Die Zu- oder Abnahmen der Medianwerte der Campylobacter-Keimzahlen an den einzelnen
Probenahmestellen folgten nur teilweise dem Verlauf der aeroben mesophilen Keimzahlen
und den Enterobacteriaceae-Zahlen. So nahmen nach der Eviszeration alle untersuchten
mikrobiologischen Parameter in Betrieb A ab und in Betrieb B zu. Dies kdnnte daran liegen,
dass in Betrieb B haufiger Tiere unterschiedlichen Alters geschlachtet wurden und die
Schlachtgerate dadurch an die verschiedenen Tiergrofden nicht optimal angepasst waren
(vgl. Tab. 14; Rosenquist et al., 2006). Die Anderungen nach dem Waschen und nach dem
Kldhlen waren beziglich der untersuchten mikrobiologischen Parameter jedoch nicht
einheitlich. Verschiedene Studien kamen hinsichtlich des Zusammenhangs zwischen der
Anzahl an Indikatorkeimen und pathogenen Bakterien auf Geflugelkarkassen zu
unterschiedlichen Ergebnissen (vgl. Kap. 2.1.3). Die Ergebnisse in der vorliegenden Studie
deuten darauf hin, dass ein solcher Zusammenhang fiir bestimmte Schritte der Schlachtung
(z.B. Eviszeration) existieren kénnte, fur andere Prozessschritte (z.B. Kuhlen) jedoch nicht.
Moglicherweise spielen hierbei Unterschiede zwischen verschiedenen Keimen oder

Keimgruppen in der Widerstandsfahigkeit gegenliber Umwelteinflissen eine Rolle. In
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bisherigen Studien wurden Hinweise daflir gefunden, dass bestimmte Campylobacter-
Stdmme  durch  starkere  Biofilmbildung oder durch  Resistenz  gegenlber
Tempertaureinflissen in der Schlachthofumgebung besser Uberleben kdnnten (Alter et al.,
2005; Kudirkiené et al., 2012).

In der vorliegenden Studie wurden die Spezies C. jejuni in 98,8 % und die Spezies C. coli in
11,9 % der Campylobacter-positiven Proben mittels Multiplex-PCR detektiert. Bei 10 von 11
der untersuchten Herden wurden C. jejuni nachgewiesen, wahrend nur zwei Herden
zusatzlich C. coli aufwiesen. Diese Befunde decken sich mit den Ergebnissen aus anderen
Studien, bei denen C. jejuni haufiger als C. coli und C. lari in den Blinddarmen und auf den
Karkassen von Broilern nachgewiesen wurden (Rasschaert et al., 2007b; BfR, 2009; Reich
et al., 2008; Hue et al., 2011b; EFSA und ECDC, 2015). Bei einer in der vorliegenden Studie
untersuchten Herde (Herde A4) wurde C. coli mit einem hohen Anteil von 75,7 % der
positiven Proben in den Blinddarm-, Nackenhaut-, und Gerateproben detektiert, wahrend die
Brihwasserproben Campylobacter-negativ waren. Diese Befunde deuten darauf hin, dass es

zur fakalen Kontamination und Kreuzkontamination mit C. coli Gber die Schlachtgerate kam.

Bei den an unterschiedlichen Tagen geschlachteten und einzeln beprobten Herden
dominierte unabhangig vom untersuchten Schlachtbetrieb jeweils ein flaA-Sequenztyp (flaA-
Typ 321, 264, 34 oder 49). Dieser Typ war an mehreren Probenahmestellen entlang der
gesamten Schlachtkette nachweisbar. Bei den Herden A1, A3 und B2 wurde der dominante
flaA-Typ in den Blinddarmproben und an allen vier Nackenhautprobenahmestellen
nachgewiesen. Auch in den nach der Schlachtung der Herde A3 entnommenen Brihwasser-
und Gerateproben wurde der bei dieser Herde dominierende flaA-Typ 264 detektiert. Die
nicht-dominanten flaA-Typen traten nur sporadisch auf und wurden aus den Nackenhaut-
und Gerateproben, aber nicht aus den Blinddarmen der jeweiligen Herden isoliert. In der
vorliegenden Studie wurden alle dominierenden Genotypen auch nach der Kihlung auf den
Karkassen nachgewiesen, wie es auch in einer Studie von Klein et al. (2007) in einem
deutschen Schlachtbetrieb der Fall war. Diese Genotypen kdnnten potentiell im Endprodukt

vorkommen und damit bis zum Verbraucher gelangen (Klein et al., 2007).

In der Literatur, wie auch in der vorliegenden Studie, wurden meistens ein bis drei
verschiedene Campylobacter-Genotypen bei einer Broilerherde vorgefunden (Newell et al.,
2001; Ellerbroek et al., 2010; Elvers et al., 2011; Kudirkiené et al., 2011). Die eigenen
Untersuchungen decken sich mit den Ergebnissen aus der Studie von Elvers et al. (2011),
bei der die auf den Karkassen dominierenden Campylobacter-Stamme auch in den
Blinddarmen der geschlachteten Herde identifiziert wurden. Die Autoren benutzten eine

eigens entwickelte Oligonukleotid-Sonden-Methode in  Kombination mit Kolonie-
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Hybridisierung, um spezifische Campylobacter-Stdmme wahrend der Schlachtung zu
verfolgen und zu quantifizieren. Hierbei zeigte sich, dass besonders die =zuerst
geschlachteten Tiere einer Campylobacter-negativen Herde, die nach einer Campylobacter-
positiven Herde geschlachtet wurden, haufig mit Campylobacter-Stammen kontaminiert

waren, die bei der zuvor geschlachteten positiven Herde nicht auftraten (Elvers et al., 2011).

In der vorliegenden Studie wurden Campylobacter spp. mit einem hohen Anteil positiver
Proben auf den Schlachtgeraten nach der Schlachtung von Campylobacter-positiven Herden
nachgewiesen (vgl. Tab. 34). Die Tupferprobenahme erfolgte an den aus Vollgummi
bestehenden Rupffingern an der Rupfanlage sowie an Edelstahlflachen bei Eviszerations-
und Nachinspektionsmaschinen im Bereich der Bratfertiglinie. Dabei hatten alle
Probenahmepunkte direkten Kontakt zu den Tierkoérpern und dienten damit potentiell als
Kreuzkontaminationsquelle. In experimentellen Studien wurde gezeigt, dass C. jejuni auf
Edelstahl- oder Polypropylen-Oberflachen in den ersten 30 Minuten nach Inokulation eine
Reduktion von etwa 3,0 log-Stufen erfahrt (Kusumaningrum et al., 2003; Cools et al., 2005).
Da die Tupferprobenahme in der vorliegenden Studie nur wenige Minuten nach der
Schlachtung begann, kénnte dies die hohe Nachweisrate erklaren. Aufierdem waren die
Schlachtgerate zum Zeitpunkt der Probenahme noch sichtbar feucht. Dies kénnte das
Uberleben von Campylobacter beglnstigt haben, da diese sehr empfindlich gegeniiber
Trockenheit sind (Corry und Atabay, 2001). Der am haufigsten auf den Schlachtgeraten
isolierte flaA-Typ war auch der jeweils dominierende Typ bei der zuvor geschlachteten Herde
(vgl. Tab. 35 und Tab. 37). Daher kdénnte anhand der Ergebnisse der eigenen
Untersuchungen vermutet werden, dass eine Campylobacter-negative Herde hauptsachlich
durch Campylobacter-Stamme aus dem Darm einer zuvor geschlachteten positiven Herde
kontaminiert wird, wenn die Kontamination durch direkten Kontakt mit den Schlachtanlagen
erfolgt. Jedoch missen auch andere potentielle Kreuzkontaminationsquellen bertcksichtigt
werden. So wurden Transportkafige, Prozesswasser, Aerosole, Handschuhe des
Schlachthofpersonals sowie Oberflachen im Bereich der Zerlegung und Weiterverarbeitung
als Quellen fur Kreuzkontaminationen mit Campylobacter spp. beschrieben (Newell et al.,
2001; Cools et al., 2005; Allen et al., 2007; Ellerbroek et al., 2010; Perko-Makela et al., 2011;
Melero et al., 2012).

Ein Ziel dieser Studie war es, die Kreuzkontamination zwischen drei hintereinander
geschlachteten Herden zu untersuchen. Dabei zeigte sich, dass drei gleiche C. jejuni- flaA-
Typen (flaA-Typ 49, 117 und 105) bei allen drei Herden auf den Karkassen nach der
Eviszeration nachweisbar waren. Alle drei Herden wiesen auch C. jejuni in den Blinddarmen
auf. Allerdings gelang es nur bei zwei Blinddarmproben aus der ersten Herde Reinkulturen

von C. jejuni zu isolieren, die fir eine anschlieRende flaA-Typisierung notwendig ist. Aus
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diesen Proben wurden die flaA-Typen 49 und 117 isoliert. Somit l18sst sich nicht feststellen,
welche flaA-Typen bereits vor der Schlachtung in der zweiten und dritten Herde vertreten
waren. Auffallend war, dass der Anteil bestimmter flaA-Typen zwischen den Herden variierte
(vgl. Tab. 36). In der ersten Herde wurden die im Blinddarm nachgewiesenen flaA-Typen 49
und 117 auch am haufigsten auf den Karkassen nachgewiesen, wahrend bei der zweiten
und dritten Herde der flaA-Typ 105 dominierte. Mehrere Erklarungen fir diese Befunde
missen in Betracht gezogen werden. Als Erstes besteht die Modglichkeit, dass die
dominierenden flaA-Typen in hdherer Zahl auf den Karkassen vorkamen und deswegen
haufiger nachgewiesen wurden. Moéglicherweise ist die Zunahme des flaA-Typs 105 bei der
zweiten und dritten Herde damit zu erklaren, dass die flaA-Typen 49 und 117 im Blinddarm
dieser Herden nicht mehr vorkamen. In diesem Fall kdnnte die Kontamination der Karkassen
mit den jeweils nicht-dominierenden flaA-Typen durch Kreuzkontamination zwischen den
Herden entstanden sein. Zweitens besteht die Mdglichkeit, dass die Kontamination der drei
Herden mit identischen Genotypen bereits in der Primarproduktion oder durch den Transport
Uber Transportkafige geschah (Slader et al., 2002). Fir diese These spricht, dass teilweise
dieselben Genotypen (flaA-Typ 49 und 34) bei an unterschiedlichen Tagen durchgeflihrten
Probenziehungen nachgewiesen wurden. Drittens muss berticksichtigt werden, dass durch
die in der vorliegenden Studie benutzte selektive Anreicherung in Preston-Bouillon
bestimmte Campylobacter-Stdmme bevorzugt werden kdnnten. So wurden in einer Studie
von Newell et al. (2001) bestimmte Campylobacter-Stdmme nur nach dem direkten

Ausstrich, nicht aber nach der Anreicherung detektiert (Newell et al., 2001).

Mehrere Studien deuten darauf hin, dass bestimmte Genotypen den Schlachtprozess besser
Uberleben kénnen als andere, weil sie widerstandsfahiger gegeniber Stressoren sind
(Newell et al., 2001; Alter et al., 2005; Klein et al., 2007; Kudirkiené et al., 2011). So kédnnen
bestimmte Campylobacter-Stdamme die Reinigung und Desinfektion Gberleben und noch am
nachsten Tag zur Kontamination der Karkassen fihren (Peyrat et al., 2008; Kudirkiené et al.,
2011). In der vorliegenden Studie wurden keine Hinweise auf das bessere Uberleben
bestimmter Genotypen gefunden. Im Gegensatz zu anderen Studien wurde in der
vorliegenden Studie die jeweils an einem Tag zuletzt geschlachtete Herde beprobt, sodass
keine Aussage Uber das langfristige Uberleben von Campylobacter im Schlachthof und
dessen Bedeutung fur die Kontamination der Karkassen zu Beginn des Tages gemacht

werden kann.

6.4 Empfehlungen und Ausblick
Zusammenfassend kann man festhalten, dass Schlachthéfe mit unterschiedlichen
Betriebsstrukturen Unterschiede bei der mikrobiellen Kontamination von Broilerkarkassen

zeigen. So koénnen einzelne Prozessschritte im Bereich der Eviszeration, des Innen-
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Aulenwaschers und des Kihlens die mikrobielle Kontamination je nach Schlachtbetrieb
negativ oder positiv beeinflussen. Vor allem durch Optimierung der Technologie im Bereich
der Eviszeration konnte die mikrobielle Belastung verringert werden. In der vorliegenden
Studie wurden mehrere Punkte entlang der Schlachtung identifiziert, die als Quelle fur
Kreuzkontamination dienen kdnnen. Das Brihwasser, die Rupffinger, der Kloakenschneider,
der Korperhohlendffner, der Ausnehmer, der Nackenhautschneider und der Vakuumsauger
waren mit Campylobacter spp. kontaminiert. Die flaA-Typisierung zeigte, dass dieselben
Genotypen, die auf den Schlachtgeraten nachgewiesen wurden, bei zuvor geschlachteten
Herden im Blinddarm und auf den Karkassen vorkamen. Durch Optimierung der
Schlachtgerate konnte die mikrobielle Kontamination des Hahnchenfleisches verringert
werden. Dies kénnte durch eine bessere Adaptation der Schlachtgerate an unterschiedliche
TiergroRen geschehen, um fakale Kontaminationen zu reduzieren (Rosenquist et al., 2006).
Kreuzkontaminationen konnten moglicherweise durch eine automatisierte Reinigung und
Desinfektion der Schlachtgerate an kritischen Punkten reduziert werden. Hierfir waren
insbesondere im Bereich der Eviszeration neue Verfahren zur Dekontamination der
Schlachtgerate erforderlich. Zudem sollten Schlachtgerate so beschaffen sein, dass eine
moglichst geringe Kontaktflache zu den Schlachtkérpern besteht. Welche weiteren herden-
oder schlachtanlagenspezifischen Faktoren einen Einfluss auf die Kontamination haben,
sollte in zuklnftigen Studien untersucht werden. Unterschiedliche technologische Lésungen
im Bereich des Brihens, des Rupfens und der Eviszeration sollten untersucht und

hinsichtlich des Kreuzkontaminationsrisikos verglichen werden.
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Titel: Mikrobielle Kontamination von Schlachtkérpern bei zwei deutschen
Broilerschlachtbetrieben mit unterschiedlichen Betriebsstrukturen sowie Analyse von

Quellen fiir Kreuzkontaminationen

Die Broilerschlachtung stellt ein Risiko fir die Kontamination des Hahnchenfleisches mit
humanpathogener Salmonella spp. und Campylobacter spp. dar. Bisher ist noch nicht
hinreichend geklart, welche schlachthofspezifischen Faktoren diese Kontamination
beeinflussen. In der vorliegenden Studie wurde die Kontamination der Schlachtkdrper bei
zwei deutschen Broilerschlachtbetrieben mit unterschiedlichen Betriebsstrukturen untersucht.
Das Ziel war es, Kreuzkontaminationsquellen innerhalb einer Herde und zwischen

hintereinander geschlachteten Herden zu identifizieren.

Im Rahmen der Studie wurden Nackenhaut-, Briihwasser-, Blinddarm- und Gerateproben
wahrend und nach der Schlachtung von insgesamt 11 Broilerherden entnommen und
untersucht. Die Entnahme der Nackenhautproben erfolgte an vier verschiedenen Stufen der
Schlachtung: Direkt nach dem Rupfen, nach der Eviszeration, nach dem Innen-
Aulenwascher und nach der Kiihlung. Als allgemeine Hygieneparameter wurden die aerobe
mesophile Keimzahl und die Anzahl an Enterobacteriaceae der Nackenhaut- und
Brihwasserproben bestimmt. Fiur jede Nackenhaut-, Brihwasser- und Blinddarmprobe
wurde eine semiquantitative Bestimmung der Campylobacter-Zahl (modifiziert nach SO
10272-3:2010) und Salmonella-Zahl (ISO/TS 6579-2:2012 (E)) durchgefuhrt. Bei den
Tupferproben der Schlachtgerate erfolgte ein qualitativer Nachweis von Salmonella spp. und
Campylobacter spp. Bestatigte Isolate wurden durch Sequenzierung des flaA-Gens
(Campylobacter spp.) bzw. durch eine Makrorestriktionsanalyse mittels Pulsfeld-

Gelelektrophorese (Salmonella spp.) auf klonale Zusammenhange untersucht.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass die Kontamination der Schlachtkdrper
besonders nach der Schlachtung von Salmonella- oder Campylobacter-positiven
Broilerherden stattfand. In beiden Betrieben wurden insgesamt niedrige Salmonella-Zahlen
von 0,14 bis 260 MPN/g (Betrieb A) bzw. von 0,14 bis 470 MPN/g (Betrieb B) in den
positiven Blinddarm- und Nackenhautproben ermittelt. Der Median der MPN-Werte von
Campylobacter spp. in den Nackenhautproben betrug 3,4 log MPN/g in Betrieb A und 2,4 log
MPN/g in Betrieb B. Die Unterschiede zwischen den verschiedenen Probenahmestellen in
der Anzahl an Campylobacter spp. waren statistisch nicht signifikant. Abhangig vom

Schlachtbetrieb zeigten die Eviszeration, das Waschen und das Kiihlen unterschiedliche und
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teilweise statistisch signifikante Auswirkungen auf die ermittelten allgemeinen

Hygieneparameter.

Innerhalb der einzelnen Probenziehungen wurden jeweils ein Salmonella-Serotyp mit
Ubereinstimmendem PFGE-Profil (>95 % Ubereinstimmung) bzw. ein bis fiinf Campylobacter
flaA-Typen nachgewiesen. Betriebsunabhangig dominierte meist nur ein Campylobacter
flaA-Typ oder ein Salmonella-Serotyp, der an mehreren Probenahmestellen detektiert wurde.
Bei Herden mit einem positiven Salmonella- oder Campylobacter-Befund im Blinddarm
wurden verwandte Genotypen auf den Karkassen nachgewiesen. Durch Beprobung von drei
aufeinanderfolgend geschlachteten Herden in Betrieb B wurden teilweise dieselben
Campylobacter flaA-Typen bei allen drei Herden detektiert. Als potentielle Quellen fir
Kreuzkontaminationen wurden das Bruhwasser, die Rupffinger sowie die Schlachtgerate im
Bereich der Eviszeration identifiziert. Weitere Forschung und technologische
Weiterentwicklung im Bereich des Brihens, des Rupfens und der Eviszeration sind nétig, um

das Kontaminationsrisiko in der Broilerschlachtung zu reduzieren.
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Title: Microbial contamination of carcasses at two German broiler slaughterhouses

with different operating structures and analysis of sources of cross-contamination

The broiler slaughter poses a risk for the contamination of chicken meat with human
pathogenic Salmonella spp. and Campylobacter spp. It is not yet sufficiently clear which
slaughterhouse-specific factors influence this contamination. In the present study, the
contamination of the carcasses is examined at two German slaughterhouses with different
operating structures. The aim was to identify sources for cross-contamination within a flock

and between consecutively slaughtered flocks.

In this study, neck skin, scalding water, caecum and slaughter line samples were taken
during and after the slaughter of 11 broiler batches. The neck skin samples were collected at
four different stages of slaughter: immediately after defeathering, after evisceration, after the
inside-outside washer and after cooling of carcasses. As general hygiene parameters the
aerobic colony count and the number of Enterobacteriaceae of the neck skin and scalding
water samples were determined. For each neck skin, scalding water and caecal content
sample a semiquantitative determination of Campylobacter numbers (modified according to
ISO 10272-3:2010) and Salmonella numbers (ISO/TS 6579-2: 2012 (E)) was performed. For
the swab samples of the slaughter line a qualitative detection of Salmonella spp. and
Campylobacter spp. was carried out. Confirmed isolates were typed by sequencing the flaA
gene (Campylobacter spp.) or by macrorestriction analysis by Pulsed field gel

electrophoresis (Salmonella spp.).

The results of the present study indicate that contamination of carcasses occured especially
after the slaughter of Salmonella- or Campylobacter-positive broiler flocks. In both
slaughterhouses low Salmonella numbers from 0.14 to 260 MPN/g (slaughterhouse A) or
from 0.14 to 470 MPN/g (slaughterhouse B) were detected in the positive caecal content and
neck skin samples. The median MPN value of Campylobacter spp. in the neck skin samples
was 3.4 log MPN/g in slaughterhouse A and 2.4 log MPN/g in slaughterhouse B. The
differences between the individual process steps in the number of Campylobacter spp. were
not statistically significant. Depending on the slaughterhouse the evisceration, washing and
chilling process steps showed different and partly significant impact on the general hygiene

parameters.

Within each sample drawing one Salmonella serotype with matching PFGE profile (> 95%
similarity) or one to four Campylobacter flaA types were detected. In both slaughterhouses

usually only one Campylobacter flaA type or Salmonella serotype dominated at various
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sampling points. In flocks where Salmonella or Campylobacter were detected in the caecal
samples, related genotypes were also detected on the carcasses. By sampling three
consecutively slaughtered flocks in slaughterhouse B, the same Campylobacter flaA types
were partly detected in all three flocks. As potential sources of cross-contamination, the
scalding water, the picking fingers and the evisceration equipment were identified. More
research and technological development in the process of scalding, defeathering and

evisceration is needed to reduce the risk of contamination in broiler slaughter.
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Tabellen

Tabelle 38: Ergebnistabelle fir die MPN-Anzahl an Campylobacter spp. in den
Nackenhautproben (modifiziert nach ISO/TS 10272-3:2010/Cor.1:2011(E))

Me(zg)ge Wachstum von bestatigten Campylobacter spp.
10" - + + + + + + + +
102 - - + + + + + + +
10‘3 - - - + + + + + +
10‘4 - - - - + + + + +
10° - - - - - + + + +
10® - - - - - - + + +
10”7 - - - - - - - + +
10" - - - - - - - - +

MPN/g 0 23 230 2300 23000 230000 2300000 24000000 o0

Tabelle 39: Ergebnistabelle fiir die MPN-Anzahl an Campylobacter spp. in den Brilhwasser- und
Blinddarmproben (modifiziert nach ISO/TS 10272-3:2010/Cor.1:2011(E))

MTS)ge Wachstum von bestatigten Campylobacter spp.
10° - + + + + + + + +
10" - - + + + + + + +
102 - - - + + + + + +
103 - - - - + + + + +
10* - - - - - + + + +
10° - - - - - ; + ¥ +
10° - - - - - - - - +
107 - - - - - - - - +

MPN/g 0 23 23 230 2300 23000 230000 2400000 0
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Tabelle 40: Anzahl an Campylobacter spp. der Blinddarm-, Briihwasser- und
Nackenhautproben bei drei Herden in Betrieb A (Herde A1, A3 und A4) und vier Herden in
Betrieb B (Herde B1, B2, B3 und B4). Die Werte sind durch mathematisches Runden auf- oder
abgerundet

Probe

Betrieb (Anzahl) Minimum 25 %-Quartil Median 75 %-Quartil  Maximum
BD (n=15) 34 5.4 6,4 27 4* 27,4*
BW (n=9) 0 0 0 34 4.4
R (n=15) 24 24 34 34 4.4

A E (n=15) 1,4 24 24 34 7.4
W (n=15) 24 24 2,4 34 4.4
K (n=15) 1,4 24 34 4,4 54
BD (n=20) 0 0 2,4 27 4* >7,4*
BW (n=12) 0 04 2,4 34 4.4
R (n=20) 0 1,6 24 3,1 4.4

° E (n=20) 1,4 24 34 4,1 4.4
W (n=20) 0 1,4 24 4.1 4.4
K (n=20) 0 1,6 2,4 34 4.4

BD=Blinddarmproben; BW=Brihwasserproben; Nackenhautproben (R=nach Rupfen, E=nach
Eviszeration, W=nach Waschen, K=nach Kuhlen); Brihwasserproben in log MPN/ml; Nackenhaut-
und Blinddarmproben in log MPN/g; * obere Nachweisgrenze
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