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1. Einleitung

Die konventionelle Landwirtschaft muss die Balance zwischen marktorientierter Erzeugung,
qualitativ hochwertigen Produkten und nachhaltiger Produktion halten. Auch die Bediirfnisse der
Tiere werden immer stirker berlicksichtigt, wozu auch die Kritik von Tierschiitzern und
Verbrauchern an den Haltungsbedingungen beigetragen hat. Okologie und Okonomie miissen
sich nicht widersprechen: Tiere, die sich wohl fiihlen, bringen gute Leistungen (ELFRICH &
ROESICKE 2010).

Eine transparente Produktion sowie die Forderungen informierter und interessierter Verbraucher
fiihren zu verdnderten Anforderungen, insbesondere beziiglich Lebensmittelsicherheit und hoher
Qualitédtsstandards. Um diesen Anforderungen gerecht werden zu konnen, stiitzen sich moderne
landwirtschaftliche Unternechmer bereits seit Beginn des zweiten Jahrtausends auf
Datenverarbeitungstechniken um ihren Betrieb zu managen. Neben dem Management gewinnen
IT-gestiitzte Systeme zunehmend auch im Rahmen der Privention an Bedeutung. Verfiigbare
technische Losungen sind allerdings bislang nicht oder nur vereinzelt an Priifsituationen der
Agrar- und Erndhrungswirtschaft angepasst und Bewertungsmethoden fiir den
Informationsgehalt von Priifungen beziehen sich vornehmlich auf einzelbetriebliche

Entscheidungssituationen.

Im Rahmen der Modernisierung der Schlachttier- und Fleischuntersuchung und der Umsetzung
der Vorschriften des EU-Hygienepaketes ist es unerldsslich, a-priori-Informationen zum
Gesundheitszustand der zur Schlachtung vorgesehenen Tiere zu erhalten.
Die Einfilhrung der ,Risikoorientierten Fleischuntersuchung® stellt die gesamte
Fleischwirtschaft und die amtlichen Uberwachungsbehdrden vor folgende Herausforderungen:
e Durchfiihrung von Risikoanalysen zur generellen Bewertung von Gefahren fiir die
Lebensmittelsicherheit und erweiterte Verfahren fiir die amtliche Uberwachung;
e Einfilhrung von Vor- und Riickmeldesysteme zur Weitergabe von Lebensmittel-
ketteninformationen (Abb. 1);
e Schaffung von Entscheidungshilfen im Rahmen der risikoorientierten Schlachttier- und

Fleischuntersuchung.

Vor diesem Hintergrund gewinnen Priifsysteme und Bewertungsmethoden zunehmend an
Bedeutung. Allerdings sind die aktuell verfiigbaren Priifsysteme iiberwiegend offline orientiert
und es konnten bislang erst sehr wenige Online-Priifungen implementiert werden. Im
vorliegenden Forschungsprojekt sollte daher das Untersuchungsspektrum der Matrix Fleischsaft

zur Beurteilung des Gesundheitsstatus von Schlachtschweinen erweitert werden.
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1.1  Problemstellung/Wissensstand

Seit Beginn des Jahres 2006 ist der amtliche Tierarzt verpflichtet im Rahmen der
risikoorientierten Fleischuntersuchung, relevante Lebensmittelketteninformationen zu jeder
angemeldeten Lieferpartie Schlachtschweine vor deren Anlieferung am Schlachthof zu bewerten.
Von dieser Bewertung héngt ab, auf welche Art und Weise (visuell, traditionell oder gezielt
erweitert) die amtliche Fleischuntersuchung durchgefithrt wird. Wenn mit dieser
risikoorientierten, unter Umstdnden rein visuellen Fleischuntersuchung derselbe, wenn nicht ein
hoherer Sicherheitsstandard fiir den Verbraucher erzielt werden soll, miissen auf den
verschiedenen Ebenen der Schweinefleisch produzierenden Kette Vorleistungen erbracht
werden: (1) in der Primérproduktion, (2) am Schlachthof und (3) bei der amtlichen
Fleischuntersuchung (POCKER et al. 2003).

Produktbegleitende Informationen im Sinne einer ,,Quality forward chain sind dabei solche die
durch online Messverfahren gewonnen werden konnen und somit zur Unterstiitzung von
Entscheidungsprozessen beitragen konnen. Dagegen werden retrospektive Informationen
(Quality backward chain) vornehmlich durch offline Messverfahren generiert und dienen
entsprechend der Lieferantenbewertung (Abb. 1).

i i Pro-
Quality  Forward Chain dukte

Markt
Konsument

Feld-
daten

Quality Backward Chain

Abb. 1: Modell fiir die Qualitditskommunikation

Eine bereits routinemifBig genutzte Quelle fiir Vorinformationen zu Schlachttieren ist der sog.
»Salmonellenstatus®. Die Qualitdt und Sicherheit (QS) GmbH implementierte fiir alle im QS-
System angemeldeten Schlachtbetriebe das Salmonellenmonitoring basierend auf der EU VO Nr.
2160/2003 ,,Zoonoserichtlinie”, die bereits 2007 mit in Kraft treten der Schweine-Salmonellen-
Verordnung auch in nationales Recht iiberfithrt wurde. Der Schlachtbetrieb fiihrt im Auftrag des
Landwirts die Beprobung durch, stellt die Probenbegleitdaten in eine zentrale
Salmonellendatenbank ein und gibt die Proben zur Untersuchung an ein QS-anerkanntes Labor.
Das Salmonellenmonitoring dient zum einen der Identifikation der Schweinemastbetriebe, die

Schweine mit einem erhohten Eintragsrisiko von Salmonellen in die Fleischproduktionskette
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Salmonellenbelastung in den Schlachtbetrieben.

Der im Rahmen dieses Salmonellenmonitorings gewonnene Fleischsaft eignet sich auch zur
Bestimmung einer Reihe weitere Parameter. Tabelle 1 fasst jene Literaturquellen zusammen, bei

denen eine Auswahl relevanter Nachweisverfahren fiir Parameter bezogen auf die Matrix

Fleischsaft beschrieben wurde.

Einleitung von MaBnahmen zur

Reduzierung der

Tab. 1: Auswahl einiger Parameter mit potentiellem Nachweis im Fleischsaft

Parameter

Haptoglobin

PRRSV

Sarcoptes

scabiei var suis

Yersinia

enterocolitica

Trichinella

spiralis

Hemmstoffe

Eigenschaft

Akute Phase Protein, Entziindungsmarker,
Screeningparameter zur Einschétzung des
allgemeinen Gesundheitszustands von Schweinen
und zur Aufdeckung subklinischer Erkrankungen
sowie immunologischem Stress durch ein
mangelhaftes hygienisches Umfeld besttigt
werden.

Atemwegs- und Reproduktionstrakterkrankung
beim Schwein, hoher Durchseuchungsgrad

Ektoparasit, Erreger der Raude

Erreger der humanen Yersiniose Infektionsquelle
fiir die humane Yersiniose spielt rohes oder nicht
vollstdndig durcherhitztes Schweinefleisch
(Hackfleisch und Rohwiirste)

Erreger der Trichinellose, international nach wie
vor als die gefahrlichste, durch den Verzehr rohen
Fleisches verursachte parasitére Erkrankung des
Menschen angesehen, Trichinellose des Menschen
ist eine liberwachungspflichtige Zoonose
Tierarzneimittel als Injektionspréparat oder
Futtermittelzusatz verabreicht sind eine bestimmte
Zeit lang als Riickstinde im Muskel nachweisbar,
Aufnahme dieser Riickstdnde beim Fleischverzehr
- wachsende Besorgnis iiber eventuelle
gesundheitliche Schadwirkungen / Zunahme
antibiotikaresistenter Bakterien, EU-Gesetzgebung
schreibt fiir verschiedene Fleischprodukte
hochstzulassige Riickstandsgrenzwerte vor (EG-
Verordnung 2377/90 sowie dazugehdrige
Anderungsverordnung 1191/98)

Nachweis-
verfahren
ELISA
(AG-
Nachweis)

ELISA
(AK-
Nachweis)
ELISA
(AK-
Nachweis)
recomBlot
(Westernblot
assay) (AK-
Nachweis)
E/S- ELISA
(AK-
Nachweis)

Mikrobiolo-
gisches
Verfahren:
(Testkeim:
Bacillus
cereus)

Schnelltest
(z.Bsp.
Premi®Test
von DSM

Literatur

HISS et al.,
2003

MORTENSEN

et al., 2001

VERCRUYSSE

et al., 2006

ARNOLD et al.

2004

WINKEL-
MAYER &
PAULSEN

2005, BfR 2007

DSM 2006
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Die in Tabelle 1 benannten immunologischen Methoden, ELISA und Western Blot, werden zur
Konzentrationsbestimmung der ausgewdéhlten Analyten eingesetzt. Diese Methoden sind oft sehr
kosten- und zeitaufwéndig (CHO & PARK 2006, LAN et al. 2008). Nach der Einsendung in ein
zertifiziertes Labor, miissen die Proben in einer Vielzahl von einzelnen Arbeitsschritten, fiir die
Analysen aufbereitet werden. Durch die hdufig manuell auszufiihrenden Zwischenschritte, sind
die Methoden anfillig fiir Fehler. Um diese Fehler zu entdecken, werden Kontrollmessungen und
Doppelbestimmungen durchgefiihrt, die wiederum die Kosten und den Zeitaufwand erhéhen.
Priifergebnisse im Sinne der ,,Quality Forward Chain“ miissen jedoch zeitnah bereitgestellt
werden, um filir Entscheidungsprozesse im Rahmen der laufenden Produktion genutzt werden zu
konnen. Mit dem Ziel, Konzentrationsbestimmungen bzw. Erregernachweise aus dem Fleischsaft
zeitnah zu generieren, wird in jlingster Zeit der Einsatz von sogenannten Biosensoren diskutiert
und erprobt. Biosensoren sind in sich geschlossene integrierte Systeme, die eine spezifische
quantitative oder semi-quantitative analytische Information liefern. Sie bestehen aus einem
biologischen Erkennungselement (biochemischer Rezeptor) und einem Transducer (konvertiert
nichtelektrische in elektrische Energie), welche sich in direktem rdumlichen Kontakt befinden
(IUPAC 1996).

Ein auf akustischen Oberflichenwellen basierender Biosensor konnte im Rahmen der
Forschungsaktivititen der AG Priaventives Gesundheitsmanagement fiir die Messung des Akute
Phase Proteins Haptoglobin adaptiert werden. Haptoglobin wurde aufgrund seiner Grof3e,
Struktur und der Verfiigbarkeit spezifischer Antikorper fiir die exemplarische Erprobung der
neuen Analysemethode gewihlt. Die folgende Abb. 2 zeigt den schematischen Aufbau des
erprobten Biosensors. In enger Zusammenarbeit mit der Firma SAW instruments (Bad
Godesberg) konnte deren bereits in der Praxis bewihrter Biosensor sam®“5 fiir diese
Fragestellung angepasst werden (PERPEET et al. 2006, SCHLENSOG et al. 2004, KLAUKE et
al. 2011).
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Abb. 2: Schematischer Aufbau des eingesetzten sam”™5 Biosensors

Neben den bereits angefiihrten Verbraucherschutz- und Tiergesundheitsrelevanten Parametern,
spielen fiir Entscheidungssituationen aber auch klassische Qualitétsparameter eine bedeutende
Rolle. Neben den Klassifizierungsdaten (z.Bsp. Magerfleischanteil, Schlachtgewicht, Anteil
Teilstiicke, pH-Wert etc.) besteht auch hier das Bestreben objektivierbare direkte oder indirekte
Indikatoren bestimmen zu konnen, die eine Aussage iiber die Qualitit des erzeugten Fleisches
erlauben. Vor dem Hintergrund der aktuellen Entwicklungen beziiglich der potentiellen Mast
von Ebern aufgrund des Verzichts auf Kastration erscheinen auch Geruchsparameter als

Qualitatsindikatoren sinnvoll.

Die Kastration von Ebern ist seit Jahrzehnten in vielen europédischen Léndern die Methode der
Wahl, um das Auftreten von Ebergeruch in Schweinefleisch zu verhindern (PUPPE et al. 2005).
Der chirurgische Akt der Kastration kann gemédl3 der EU Richtlinie 2001/93/EG bis zum siebten
Tag nach der Geburt der Ferkel vom Landwirt selbst und ohne Narkose durchgefiihrt werden. Da
diese Praxis den Ferkeln erwiesenermaflen erhebliche Schmerzen zufiigt, setzen sich vor allem
Tierschutzorganisationen fiir ein Verbot der Kastration bzw. fiir eine Kastration unter Betdubung
ein (TAYLOR et al., 2001, PUPPE et al., 2005, LEIDIG et al., 2009). Aufgrund des wachsenden
Drucks von Seiten der Tierschutzlobby geht der aktuelle Trend in der Schweinemast daher
- derzeit auf freiwilliger Basis- weg von der Kastration hin zur Jungebermast
(DUSSELDORFER ERKLARUNG ZUR FERKELKASTRATION 2010). Neben dem positiven

Effekt auf das Wohlbefinden der Tiere, bietet die kastrationsfreie Jungebermast aber auch
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wirtschaftliche Vorteile. So konnte gezeigt werden, dass unkastrierte Eber eine bessere
Futterverwertung, ein schnelleres Wachstum und einen hoheren Magerfleischanteil aufweisen
(BABOL & SQUIRES 1995, CLAUS et al. 2003). Einziger, aber nicht unerheblicher Nachteil
der Ebermast ist jedoch die Tatsache, dass etwa 10% der Schlachtkorper beim Erhitzen ein vom
Verbraucher als duflerst unangenehm empfundenes Fehlaroma, den sogenannten Ebergeruch
aufweisen (CHEN et al. 2007). Dieses Fehlaroma wird vom Verbraucher hiufig mit den
Geruchsattributen ,,urinartig®, ,,nach altem Schweil3, , fakalisch* oder ,,nach Stall* beschrieben
(OHLOFF et al. 1983, SINK 1967, BONNEAU et al. 2000). Ausgeldst wird der Ebergeruch vor

allem durch das Eberpheromon Androstenon (5a-Androst-16-en-3-on, 1) und die
heterocyclischen aromatischen Amine Skatol (2) und Indol (3) (Abb. 3).

CH,

Ir=z

=TI

1) 2 ()

Abb. 3: Ebergeruchsstoffe: Androstenon (1), Skatol (2) und Indol (3)

Androstenon, das einen urinartigen, schweiligen Geruch besitzt, wird in den Hoden der Eber
synthetisiert, von dort in die Blutbahn abgegeben und aufgrund seiner lipophilen Eigenschaften
im Fettgewebe der Tiere eingelagert (PATTERSON 1968, BROOKS & PEARSON 1986).
Skatol und Indol liefern die fiakalischen Komponenten am Ebergeruch (CLAUS et al. 1994).
Anders als das Pheromon Androstenon werden die Amine Skatol und Indol nicht durch das
Schwein selbst gebildet, sondern entstehen als mikrobielle Abbauprodukte der Aminosdure
Tryptophan im Darm der Schweine (CLAUS et al. 1993, DESLANDES et al. 2001). Nach
Resorption iiber die Darmschleimhaut und Zirkulation in der Blutbahn werden auch diese beiden
Verbindungen aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften im Fett der Tiere akkumuliert. Neben der
Anreicherung der beiden Amine iiber die Blutbahn wurde ferner ein zweite Theorie beschrieben:
die Resorption und Akkumulation von Skatol und Indol {iber die Haut und oder die Lungen der
Tiere, sofern sich diese bei mangelnder Stallhygiene flir lingere Zeit im eigenen Faeces
aufthielten (HANSEN et al. 2010).
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Um die hohe Akzeptanz der Verbraucher gegeniiber Schweinefleisch zu erhalten, hat die
Fleischindustrie ein groBes Interesse an préizisen Analysenmethoden, die es ermoglichen,
geruchsauffillige Schlachtkorper frithzeitig zu erkennen und auszusortieren. Zahlreiche
Analysenverfahren wurden bis dato entwickelt, um die o.g. Ebergeruchsstoffe in den
Schlachthélften zu detektieren. Dabei wurden in der Literatur sowohl immunochemische
Methoden (ELISA, RIA) (ANDRESEN 1975, CLAUS et al. 2008) als auch chromatographische
Methoden (GC-MS, HPLC-FD, LC-MS/MS) (THOMPSON & PEARSON 1977, DEHNHARD
et al. 1993, VERHEYDEN et al. 2007) publiziert. Die Quantifizierung der Ebergeruchsstoffe
wurde dabei tiberwiegend im Nackenspeck und in wenigen Féllen auch aus dem Blut der Tiere
(CHEN et al. 2010) vorgenommen. Da die Analytik von fetthaltigen Matrices hdufig von
nachteiligen Matrixeffekten (VERHEYDEN et al. 2007), wie unvollstindige Probenextraktion
oder Signalsuppression, begleitet wird, wurde an der Universitit Bonn (IEL Abt. Bioanalytik)
eine neue, prazise Methode auf Basis der sogenannten Stabilisotopenverdiinnungsanalyse
(SIVA) entwickelt. Diese Technik, bei der stabilisotopenmarkierte interne Standards zum
Einsatz kommen, ist in der Lage die o.g. nachteiligen Matrixeffekte zu eliminieren
(SCHIEBERLE, 1995, CERVINO et al. 2008, CHETSCHIK et al. 2010). Die fiir diese Technik
benotigten deuterium-markierten internen Standards ds-Androstenon, ds-Skatol und ds-Indol
wurden im eigenen Laboratorium synthetisiert (FISCHER et al. 2011a) und erfolgreich in einer
SIVA-HS-SPME-GC-MS-Analytik zur simultanen Quantifizierung dieser Ebergeruchsstoffe in
Nackenfett etabliert (FISCHER et al. 2011b).

Die beschriebenen Priifparameter stellen Informationen innerhalb der Fleischerzeugenden Kette
dar, deren Bewertung hinsichtlich des potentiellen Informationsgewinns vor dem Hintergrund
des priventiven Gesundheitsmanagements notwendig ist. Mit der rasanten Entwicklung der
Kommunikationstechniken im 20sten Jahrhundert hielt der Begriff der Information auch Einzug
in die Wissenschaft. Der amerikanische Mathematiker und Nachrichtentechniker Claude E.
Shannon begriindete 1948 ein MaB fiir die Information, wodurch etwas messbar wurde, was
zuvor als unmessbar galt (POMPE, 2005). Shannons Theorie (SHANNON 1948) ist allgemein
genug, um interdisziplindr angewandt und genutzt werden zu konnen, da sie eine Theorie der
Nachricht an sich darstellt und keine Theorie des Nachrichtenmittels ist (POMPE, 2005).

Abbildung 4 illustriert das Modell des gestdrten Informationskanals modifiziert nach
(SHANNON 1949). Vereinfacht geht dieses Modell davon aus, dass der Informationsgehalt einer
,,Nachricht“ zum einen durch Fehlinformation und zum andern durch Verlust von Information
(Aquivokation) modifiziert wird und sich entsprechend der Informationsgehalt von Quelle und

Empfanger unterscheidet.
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Abb. 4: Modell ,,gestorter Informationskanal“ mod. SHANNON (1949)

Nach ELLEBRECHT (2008) generieren Informationssysteme in der Regel schnell erweiterte
Informationen fiir sich wiederholende Entscheidungssituationen und bieten damit einen
konkreten Mehrwert fiir eine Entscheidungsfindung. Nach PETERSEN (1985) koénnen bei einer
risikoorientierten  Entscheidung  durch  mathematische =~ Umwandlungen  numerischer
Nutzenfunktionen im Idealfall aus einer endlich groen Anzahl von Handlungsalternativen die
niitzlichsten herausgefiltert und die Konsequenzen der Entscheidung ermittelt werden
(ELLEBRECHT 2008). Da die Quantifizierung des Informationsgewinns bspw. von
Vorsorgeuntersuchungen bei Entscheidungen im Gesundheitsmanagement eine zentrale
Voraussetzung darstellt, verwendeten PETERSEN (1985) und STROTMANN (1989) das
SHANNON-Modell (Abb. 4), da es einen Ansatz zur Bewertung des Informationsgewinns
bietet.

1.2 Zielsetzung

Ziel des Forschungsvorhabens ist die Entwicklung und Erprobung neuer, in den Schlachtprozess
integrierter, risikoorientierter Priifstrategien. Vor dem Hintergrund der risikoorientierten
Schlachttieruntersuchung wird ein besonderes Augenmerk auf die Erweiterung des
Untersuchungsspektrums der Matrix Fleischsaft zur Beurteilung des Gesundheitsstatus von
Schlachtschweinen gelegt. Dariiber hinaus soll eine Bewertung des Informationsgewinns durch
die Kombination unterschiedlicher Priifparameter sowie die Schidtzung von Aufwand und Nutzen

erweiterter PriifmaBnahmen im Rahmen iiberbetrieblicher Qualitatssicherungssysteme erfolgen.

Durch die Einbindung des Forschungsvorhabens in ein interdisziplindres Netzwerk, war es

zusitzlich moglich im Rahmen des Forschungsvorhabens zwei Testverfahren zu entwickeln: die
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Adaptation der Stabilisotopenverdiinnungsanalyse (SIVA) zum Nachweis von Androstenon,
Indol und Skatol sowie die Adaptation des auf akustischen Oberflichenwellen basierenden
sam”5-Biosensors fiir die Konzentrationsbestimmung des Akute Phase Proteins Hp. Somit war
es auch Ziel der Arbeit zu iiberpriifen, ob die neu entwickelte Analysenmethode SIVA dazu
geeignet ist Androstenon, Skatol und Indol im Fleischsaft zu quantifizieren und ob es eine
Korrelation zwischen den Konzentrationen der Analyten im Fleischsaft und im Fett gibt.
Weiterhin sollte der Einsatz des Biosensors in einem ,,online“-Priifverfahren wurde fiir eine

exemplarische Anwendung erprobt werden.

2. Material und Methoden

2.1 Tiermaterial

Fiir die Untersuchungen standen insgesamt Daten von 1184 Schlachtschweinen aus zwei
Mastbetrieben A und B zur Verfligung. In die Auswertungen flossen 625 Tiere ein, von denen
neben den Schlachtdaten auch Gesundheitsdaten (vgl. 2.2 Methode) zur Verfligung standen. Die

folgende Tabelle 2 stellt die wesentlichen Merkmale der beiden Mastbetriebe gegeniiber.

Tab. 2: Merkmale der Mastbetriecbe A und B

Mister A Master B
Abteilgrofle 71-110 71-110
Belegung Rein-Raus Rein-Raus
Aufstallung 1 x Teilspalten Vollspalten

1 x Vollspalten

Fiitterungsregime Eigenmischung Alleinfutter

(2-phasig) (3-phasig)
Entwurmung Nein Ja
Reinigung/Desinfektion regelméfBig R & D regelméBig R & D
Anzahl Tiere im Versuch 42 65
Rasse PIC x P1 DAN x DuP1
Datenumfang (insg.) Schlachtdaten: n=879 Schlachtdaten: n=305

Tiergesundheitsdaten: n=370 Tiergesundheitsdaten: n=255

Die Schlachtschweine wurden mit Erreichen der Schlachtreife in einem konventionellen
Schlachthof geschlachtet. Die Daten der Schlachttier- und Fleischuntersuchung, der
Organbefundung sowie die Schlachtleistungsdaten von insgesamt 107 Tieren (Betrieb A: 42
Tiere, Betrieb B: 65 Tiere) konnten durch weitere Priifparameter ergénzt werden (vgl. 2.2

Methoden), sodass die Ergebnisse sich im Folgenden vornehmlich auf diese Tiere beziehen.
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2.2 Fleischsaftprobenentnahme

Auf dem Schlachthof erfolgte die Entnahme von Schlachtblut und
die Fleischprobenentnahme aus dem Zwerchfellpfeiler der
Schlachtschweine: Eine etwa walnussgrof3e Muskelfleischprobe
wird in einem Fleischsaftrohrchen zundchst eingefroren,
anschliefend aufgetaut und der entstehende Fleischsaft wird
aufgefangen (Abb. 5).

Abb. 5: Fleischprobenentnahme aus dem Zwerchfellpfeiler (QS GmbH)
2.3  Priifparameter
Zur Erweiterung der Untersuchungsmatrix Fleischsaft wurden neben den Qualititsparametern,
auch Priifparameter der Lebensmittelsicherheit und Tiergesundheit ausgewéhlt. Tabelle 3 sind
die  untersuchten  Priifparameter = mit Nachweismethoden = und  entsprechendem

Untersuchungsort/Labor zusammengestellt.

Tab. 3: Zusammenstellung der aus dem Fleischsaft analysierten Priifparameter

Priifparameter Nachweismethode Labor Literatur
Qualititsparameter
Indol Stabilisotopenverdiinnungsanalyse 1 AG Prof. Wiist, IEL Fischer et al.
Skatol y Uni Bonn 2011 a/b
Lebensmittelsicherheitsparameter
Salmonella ssp. ELISA
Trichinella spir. ELISA
Yersinia enter. ~ ELISA synlab.vet GmbH
Hemmstoffe Mikrobiologisches Verfahren: (Testkeim:
Bacillus cereus)
Tiergesundheitsparameter
PRRSV ELISA synlab.vet GmbH

Sarcoptes scab.  ELISA
Haptoglobin ELISA  (RIDASCREEN®Hapto- QHP Life Science HISS et al.

globin der Firma R-Biopharm) GmbH - Bonen 2003
sam®5 Biosensor SAW instruments, Bad Klauke et al.
Godesberg 2011

"?Die Testentwicklungen zur Bestimmung dieser Parameter erfolgten teilweise oder vollstindig im Rahmen dieses
Projektes.
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Wie bereits in der Einleitung erliutert konnten neben den  klassischen
Konzentrationsbestimmungen (vornehmlich ELISA) durch SYNLAB und QHP (Tab. 3) im
Rahmen des Forschungsvorhabens zwei Testverfahren etabliert werden, die die Bestimmung der
entsprechenden Priifparameter aus dem Fleischsaft iiberhaupt erst (Indol/Skatol —>
Stabilisotopenverdiinnungsanalyse) oder zeitnah im Sinne einer online Messung (Haptoglobin—>

sam"5-Biosensor) ermdglichen:

2.4  Stabilisotopenverdiinnungsanalyse (SIVA) zur Bestimmung von Indol und Skatol
Die AG von Prof. Wiist (IEL Uni Bonn) unter Leitung von Jochen Fischer konnte die
Stabilisotopenverdiinnungsanalyse fiir die Parameter Androstenon, Indol und Skatol etablieren.
Abbildung 6 skizziert schematisch den Untersuchungsablauf in der Matrix Fleischsaft.

Fiir die Kalibration der Messmethode wurde fiir jeden der Analyten eine 6-Punkt Kalibration
(jeweils als Doppelbestimmung) in analytfreiem Fleischsaft durchgefiihrt. Fiir die Analyten
Skatol und Indol wurde ein Konzentrationsbereich von 0,5 ng/mL bis 7,0 ng/mL abgedeckt, fiir
den Analyten Androstenon ein Konzentrationsbereich von 1,0 ng/mL bis 15 ng/mL. Die
Konzentration des internen Standards wurde in jeder Konzentrationsstufe konstant gehalten und
betrug 2,5 ng/mL fiir d5-Skatol und ds-Indol und 5 ng/mL fiir d5-Androstenon.

Abb. 6: Schematischer Versuchsablauf der Fleischsaftanalytik mittels SIVA
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Zur Herstellung der Standards wurde je 1 mL Fleischsaft in ein Zentrifugenr6hrchen pipettiert
und mit der entsprechenden Menge an Analyt und internem Standard versetzt. Nach griindlichem
Mixen (30 sec, 2 x) erfolgte die Zugabe von 3 mL Methanol und das erneute griindliche Mixen
der Probe (30 sec, 2 x). Die durch das Methanol denaturierten Proteine wurden anschlie3end
mittels Zentrifuge (RT, 6500 rpm, 10 min) abgetrennt, der methanolische Uberstand in ein
10 mL Headspacevial dekantiert und mittels Luftstrom bei 45°C auf ca. 1 ml eingeengt. Danach
wurden 100 pl einer geséttigten CaCOs-Losung zugesetzt und das Vial luftdicht verschlossen.
Die Messung der so erhaltenen Proben erfolgte mittels Autosampler per HS-SPME-GC-MS-
Analytik (Abb. 6).

Zur Uberpriifung, ob es eine positive Korrelation zwischen den Fleischsaftgehalten und den
dazugehorigen Fettgehalten gibt, wurden 9 Kotelettproben von ménnlichen unkastrierten
Schweinen vermessen. Die Konzentrationsbestimmung von Androstenon, Skatol und Indol im
Fett erfolgte mittels SIVA-HS-SPME-GC-MS aus dem Fettrand des Koteletts. Fiir die
Fleischsaftanalytik wurde 20 g Magerfleisch in einem speziellen Fleischsaftrohrchen eingefroren
und der beim Auftauen im Kiihlschrank (7°C) innerhalb von 24 h anfallende Tropfsaft
anschlieBend  vermessen. Dazu wurde erneut je 1mL  Fleischsaft in ein
Plastikzentrifugenrohrchen gegeben und mit je 2,5 ng ds3-Skatol und ds-Indol und 5 ng ds-
Androstenon versetzt. Die weitere Probenaufarbeitung erfolgte analog zur oben beschriebenen

Probenaufarbeitung der Standards.
Die entsprechenden Regressions- sowie Korrelationsgraphen werden im Ergebnisteil dargestellt.
2.5  sam®5 Biosensor

Das chipbasierte sam®5 System (SAW instruments, Bad Godesberg) bedient sich der
firmeneigenen, geschiitzten Technologie der Messung mittels akustischer Oberflaichenwellen.
Diese Technologie ermdglicht eine direkte Messung von Verdnderungen der Phase (¢) oder der
Amplitude (4) einer erzeugten longitudinalen Welle. Diese Verdnderungen kdnnen als Funktion
der an die Chipoberfliche gebundenen Molekiile interpretiert werden. Die Bindung starrer
Molekiile an die Oberfliche fiihrt dabei zu einer reinen Phasenverschiebung, die proportional zur
Dichte der gebundenen Molekiile ist, wohingegen die Bindung von Molekiilen aus einer
fliissigen Matrix zu einer Phasenverschiebung filihrt, die durch eine Dampfung der Welle
(Verringerung der Amplitude) begleitet wird. (PERPEET et al. 2006). Durch dieses Verfahren
wird dem Analytiker ermdglicht die Masse der gebundenen Molekiille und mdgliche

viskoelastische Effekte getrennt voneinander zu bewerten.
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Der eingesetzt Chip basiert auf einem piezoelektischen Siliziumkristall, auf dessen Oberflédche
ein diinner Goldbelag aufgebracht wurde. Jeder Chip besteht aus fiinf Sensorelementen. Bei der
gewdhlten Versuchseinstellung wurden drei Sensorelemente zur Detektion von Haptoglobin
aufbereitet und die verbleibenden zwei Elemente wurden zur Kontrolle der unspezifischen
Bindungen genutzt. Auf der Goldoberflache wurde in allen Fillen Protein A/G fixiert, an die der
spezifische Antikorper fiir Schweinehaptoglobin gebunden werden konnte. Die Ausrichtung der
Antikorper ergab sich dabei iiber die Bindung des Fc-Fragmentes an das Protein (Abb. 7).

Die so vorbereiteten Chips wurden im sam®”5 Biosensor mit der Matrix bei einer
Durchflussgeschwindigkeit von 40 pl/min geflutet (KLAUKE et al. 2011).

Abb. 7: Schematische Darstellung der Oberflichenstruktur des Biorezeptors
2.6  Statistische Auswertung

Die Statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Software-Programme Microsoft
Office Excel 2007, SPSS 17 und Win Episcope 2.0. Besonders das mit Hilfe von Win Episcope
berechnete Quotenverhdltnis (OD: Odds Ratio) wurde fiir entsprechende Fragestellungen
angewandt. Das Quotenverhéltnis wird hiufig in der Epidemiologie und Medizin verwendet, um
zu berechnen, wie stark ein vermuteter Risikofaktor (hier eine erhohte Haptoglobinkonzentration
>140 pg/ml) mit einer bestimmten Erkrankung zusammenhidngt. Die Interpretation der
Ergebnisse erfolgt entsprechend des Zahlenwertes:

e OR =1 es besteht keine Abhingigkeit zwischen den untersuchten Parametern

e OR>1 es besteht eine positive Abhéngigkeit zwischen den untersuchten Parametern

e OR <1 es besteht eine negative Abhingigkeit zwischen den untersuchten Parametern
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Die Quantifizierung des Informationsgewinns durch die eingesetzten Priifparameter bzw.
Priifstrategien wurde in Anlehnung an das SHANNON-Modell (vgl. 1 Einleitung, Abb. 4)
vorgenommen, wobei die Giitekennzahlen ,,Transinformation* und ,,Testkapazitit“ hierbei als
einheitliche und universal anwendbare Orientierungsgroflen dienen, die eine Beurteilung und
Rangierung unterschiedlicher Informationsquellen (z. B. Daten aus Softwareprogrammen oder
Testresultate) ermoglichen (ELLEBRECHT 2008). Dabei flieit die vorhandene Privalenz (1)
eines Risikos, also die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten einer Reklamation in die

Berechnung mit ein:

(1)

Der Erwartungswert fiir eine richtig iibertragene Information (Transinformation (2) [bit]) wird

wie folgt berechnet:

()

Unter der Testkapazitit (3) [bit] versteht man die Priifung des maximal {ibertragbaren

Informationsgehaltes:

€)

3. Ergebnisse und Diskussion

3.1  Qualititsparameter

Mit einem durchschnittlichen Alter von 191,9 Tagen und einem Lebendgewicht von 117,4 kg im
Mittel wurden die Mastschweine der beiden Betriebe A und B der Schlachtung zugefiihrt. Die
Mastleistung ist entsprechend als gut zu bezeichnen. Auch die mit Hilfe der AutoFOM
ermittelten Schlachtleistungsdaten entsprechen den durchschnittlichen AutoFOM-Bewertungen
von Schlachtschweinen. Die Ergebnisse der Mast- und Schlachtleistung sind tabellarisch im
Anhang zusammengestellt (Tab. A1 und A2), wobei zwischen den Betrieben keine signifikanten
Unterschiede ermittelt werden konnten. Lediglich die Inzidenz der Schlachtkdrperbefunde mit

7,7 % in Betrieb B deutet auf Probleme im Bereich der Tiergesundheit hin.
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Der Bestimmung der Qualitdtsparameter Indol und Skatol mit Hilfe der neu etablierten
Messmethode ging zunichst die Kalibration der Messung voraus. Anhand der durchgefiihrten
Kalibrationen konnte gezeigt werden, dass fiir die Ebergeruchsstoffe Skatol und Indol ein guter
linearer Zusammenhang (Bestimmtheitsmal} R*: 0,99 und 0,97) zwischen der Konzentration des
jeweiligen Stoffes und den zugehorigen Peakflichenverhédltnissen (Analyt/interner Standard) in
einem Konzentrationsbereich von 0,5 ng/mL-7ng/mL besteht (Abb. 8). Die Regressionsgerade
des Ebergeruchsstoff Androstenon in der Matrix Fleischsaft zeigte im Bereich von 1,0 ng/mL-
15 ng/mL hingegen eine etwas geringere Linearitdt, wie der Korrelationskoeffizient von 0,95
andeutet (Graphik nicht abgebildet). Da bisher keine Daten zu Konzentrationen der untersuchten
Komponenten im Fleischsaft zu Verfiigung standen, wurden in der Literatur verdffentlichte
Gehalte im Blutserum als Anhaltspunkte verwendet (CHEN et al. 2010, FISCHER et al. 2011).

Abb. 8: Regressionsgeraden fiir die Kalibration von Skatol und Indol in Fleischsaft

Die bei der Untersuchung der Realproben (Kotelett) ermittelten Ergebnisse der Fett- und der
Fleischsaftmessungen wurden beziiglich ihrer Korrelation ausgewertet. Androstenon war im
Fleischsaft der Realproben nicht nachweisbar. Die Korrelationsgraphiken (x-Achse: Fett, y-
Achse: Fleischsaft) von Skatol und Indol zeigten hoch-positive Korrelationen die in einem
Bestimmtheitsmal3 (R?) von 0,84 und 0,92 deutlich werden (Abb. 9). Somit bietet sich durch die
neue Analytik die Moglichkeit, zwei weitere Qualititsparameter aus der Matrix Fleischsaft zu
gewinnen, die fiir das Qualitdtsmanagement in der Lebensmittelkette sinnvoll eingesetzt werden

konnen.
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Abb. 9: Regressionsgeraden der Gehalte von Skatol und Indol in Fleischsaft und Nackenspeck

Da die Skatol- und Indolgehalte der Schweine bspw. durch gezielte Fiitterung (KJOS et al, 2010,
OVERLAND et al. 2011) signifikant reduziert werden konnen, besteht bei der Feststellung von
erhohten Skatolgehalten in einem Bestand die Moglichkeit, dies als Riickinformation an den
Landwirt weiterzuleiten, damit dieser seine Fiitterung umstellt oder iiberpriift. So kann z.B.
durch die Fiitterung von Inulin-haltigem Futter (KJOS et al. 2010) oder durch die Fiitterung
leicht verdaulicher Kohlenhydrate (OVERLAND et al. 2011) der Skatolgehalt nachweislich
reduziert werden. Dariiber hinaus kann ein erhohter Skatolgehalt auch auf eine mangelnde
Stallhygiene hindeuten (HANSEN et al. 2010). Auch hier kann ein Hinweis an den Landwirt zu
einer zukliinftig gesteigerten Qualitét fiihren.

Neben den Riickinformationen an den Landwirt, konnen die Skatol- und Indolgehalte aber auch
einen Hinweis auf eine mogliche Geruchsbelastung des Fleisches geben. Auf diese Weise
konnten aufféllige Schlachthélften identifiziert werden und bspw. nicht als Frischfleisch an den

Verbraucher abgegeben werden.

3.2 Lebensmittelsicherheitsrelevante Parameter

Betrachtet man den Anteil der Schlachtschweine bei denen der Nachweis
Lebensmittelsicherheitsrelevanter Parameter positiv. war in Abhéngigkeit von der
Betriebszugehdrigkeit, so fillt auf, dass in Betrieb B keine Salmonellenantikorper nachgewiesen
werden konnten, wohingegen der Hemmstoffnachweis in 33,9 % der Tiere positiv war
(Abb. 10). Dabei ist allerdings zu beachten, dass in keinem Fall der gesetzliche Grenzwert

uiberschritten wurde.
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Abb. 10: Lebensmittelsicherheitsrelevante Parameter (Anteil positiv getesteter Tiere)

3.3  Tiergesundheitsrelevante Parameter

Wihrend in Betrieb A in keinem der Tiere PRRS nachgewiesen werden konnte zeigt sich ein
recht hoher Durchseuchungsgrad von 64,5 % in Betrieb B, bei dessen Schweinen ebenso bei
einem groferen Anteil der Antikérpernachweis fiir Sarcoptes verdichtig bzw. positiv ausfiel

(Abb. 11). Der Nachweis von Trichinella fiel in allen untersuchten Proben negativ aus.

Diese Ergebnisse unterstiitzen die Annahme - insbesondere unter Bertlicksichtigung der Tatsache,
dass die mittlere Konzentration des Akute Phase Proteins Haptoglobin (Hp) bei den Tieren des
Betriebs B (118,2 pg/ml) gegeniiber denen des Betriebs A (71,4 pg/ml) (Abb. 12) signifikant
erhoht ist (p=0,007) - , dass der Gesundheitsstatus in Betrieb B Mingel aufweist.

Das Potential des unspezifischen Parameters Hp wird hier deutlich: obwohl die Hp-
Konzentrationen aller Schweine durchschnittlich unterhalb des cut off von 140 pg/ml also

LHunauffdllig®, ist ein direkter bewertender Vergleich der beiden Betriebe moglich.
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Abb. 11: Tiergesundheitsrelevante Parameter (Anteil positiv getesteter Tiere)

Abb. 12: Vergleich der Haptoglobinkonzentrationen (in pg/ml) im Fleischsaft der Versuchstiere
der Betriebe A und B
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3.4  Risikoabschitzung mit Hilfe der Odds Ratio

Basierend auf den gefundenen Ergebnissen sowie der einschldgigen Literatur (KNURA et al.
2000, KNURA-DESZCZKA 2000, GYMNICH, 2001, GYMNICH & PETERSEN 2002,
PETERSEN et al. 2002, MURATA et al. 2003, PETERSEN et al. 2004,PINEIRO et al. 2009a,
PINEIRO et al. 2009b), erfolgte die Risikoabschitzung mit Hilfe der Odds Ratio in Bezug auf
einen erhohten Hp-Wert (> 140 pg/ml). Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tab. 4: Risikoabschitzung mit Hilfe der Odds Ratio (Haptoglobinkonzentration versus

Tiergesundheits- sowie Lebensmittelsicherheitsrelevante Parameter)

Haptoglobin OR P-Wert
Parameter <140 pg/ml >=140 pg/ml (W.in (n.ach
(unauffillig) (verdichtig) Episcope) Fischer)

Salmonella pos. 2 2

4,6 n.s.
Salmonella neg. 71 16
Yersinia pos. 4 5

6,6* 0,013
Yersinia neg. 69 13
Hemmstoffe pos. 4 17

0,9 n.s.
Hemmstoffe neg. 14 56
PRRS pos. 28 12

3,2% 0,037
PRRS neg. 45 6
Sarcoptes pos. 15 1

0,2 n.s.
Sarcoptes neg. 58 17
Schlachtbefund ja 2 4

9,2% 0,016
nein 83 18

* = signifikant unter einem Konfidenzintervall von 95% n.s. = nicht signifikant

Die Ergebnisse der Berechnung mit Win Episcope 2.0 zeigen fiir Salmonella, Yersinia, PRRS
und die Schlachtbefunde einen positiven Zusammenhang mit verdachtigen Haptoglobinwerten,
wobei die Odds Ratios auBler fiir Salmonellla versus Hp signifikant unter einem
Konfidenzintervall von 95 % sind.

Zwischen dem Vorhandensein von Sarcoptes und Haptoglobin zeigt sich tendenziell eine
negative Abhidngigkeit; ein Zusammenhang zwischen dem Nachweis von Hemmstoffen im
Fleisch und der Haptoglobinkonzentration erscheint dagegen nicht zu bestehen, wobei die

geringen Fallzahlen eine abschlieBende Wertung nicht zulassen.
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3.5  Eignung des Biosensors sam®5 zur online Bestimmung der Hp-Konzentration

Der im Rahmen des Forschungsvorhabens an die Messung von Haptoglobin adaptierte Biosensor
sam”™5 wurde genutzt, um einen Teil der Fleischsaftproben hinsichtlich Ihrer Konzentration zu
messen und somit die Vergleichbarkeit der Messmethoden zu untersuchen. Der Vergleich der
Ergebnisse aus der herkommlichen ELISA-Messung mit den ermittelten Phasenverschiebungen
zeigt eine hohe Ubereinstimmung (Abb. 13). Eine signifikante Korrelation (p<0,0001) von 0,979

konnte berechnet werden.

Abb. 13: Gegeniiberstellung ermittelter Hp-Konzentrationen mittels ELISA und Biosensor

Der sam®5 ist zur Konzentrationsbestimmung von Haptoglobin aus dem Fleischsaft geeignet.
Die Messungen waren reproduzierbar und konnen zeitnah durchgefiihrt werden. Der Biosensor

hat ein groBes Potential fiir online-Messungen im Rahmen der Quality Forward Chain.
3.6  Bewertung des Informationsgehaltes verschiedener Priifstrategien

Um den Informationsgehalt verschiedener Priifstrategien feststellen und vergleichen zu konnen,
muss dieser zundchst bewertet werden. Hierfiir wurde im vorliegenden Projekt das Shannon-
Modell herangezogen. Zur Evaluierung der Einsatzfahigkeit des Shannon-Models wurde

zunichst folgende Hypothese aufgestellt:
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»Alle Schlachtkérper bei denen ein positives Priifergebnis (T) vorliegt, werden ein erhdhtes

Risiko (B) fiir Reklamationen im Frischfleischverkauf aufweisen.*

>

=~

Hypothese: Hy

W

daraus folgt: H;, 2

Es wurde also davon ausgegangen, dass bei einem positiven Testergebnis ein erhohtes Risiko fiir
den Kunden vorliegt und bei einem negativen Testergebnis keine Risiken fiir die Verarbeitung zu

SB-Ware zu erwarten waren.

Von den zur Verfiigung stehenden Schlachtschweinen konnten 91 in die Auswertung einbezogen
werden. Hier lag bei 31 Tieren ein erhdhtes Risiko gemil den definierten Parametern vor. Die

Priifergebnisse sind in Tabelle 5 als Vierfeldertafel fiir die Priifszenarien dargestellt.

Tab. 5: Haufigkeiten der Priifergebnisse und Risiken in einer Entscheidungsmatrix

Name B B

richtig positiv

falsch positiv

Ty nur visuell 1 5

T; Ketteninformation + 1 Parameter Biosensor 20 23
T, 2 Parameter Biosensor 25 10
T3 3 Parameter Biosensor 27 8

falsch negativ richtig negativ

Ty nur visuell 30 55
T, Ketteninformation + 1 Parameter Biosensor 11 37
T, 2 Parameter Biosensor 6 50
T; 3 Parameter Biosensor 4 52

T = Priifergebniss ,,positiv*

B = Risiko vorhanden

T
B

= Priifergebniss ,,negativ

= Risiko nicht vorhanden
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Die in Tabelle 6 beschriebenen Priifstrategien wurden darauf getestet, ob die sich ergebende

pradiktive Information liber Risiken fiir die Lebensmittelsicherheit mit den Analyseergebnissen

ubereinstimmen.

Tab. 6: Beschreibung der Priifverfahren zur Uberpriifung des Shannon-Modells zur Vorhersage

moglicher Risiken beziiglich der Lebensmittelsicherheit

To

T

T,

T3

Priifverfahren

visuell

Vorinformation +

1 Parameter Biosensor

2 Parameter Biosensor

3 Parameter Biosensor

Beschreibung

Visuelle Fleischbeschau, ohne Messsystem

PRRS-Antikorperstatus (ELISA) +
Haptoglobin (Hp)

Salmonellen-Antikorper + Hemmstoffe

Salmonellen-Antikorper + Hemmstoffe + Hp

Fiir alle vier Priifszenarien (To-T3) wurden die bedingten Wahrscheinlichkeiten der

Informationsiibertragung nach den Vorgaben von Shannon berechnet. In der folgenden
Abbildung 14 werden diese Wahrscheinlichkeiten beispielhaft fiir das Priifverfahren T;
dargestellt. Die Wahrscheinlichkeiten fiir eine richtige Vorhersage liegen im dargestellten Fall
bei 87%.

Abb. 14: Darstellung des Tests als binidrer, diskreter, gestorter Informationskanal nach Shannon
(1949) am Beispiel T;
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Aufgrund der gegebenen Privalenz (vgl. Kapitel 2, Formel (1)) von 34% fiir das Auftreten eines
Befundes, kénnen die Informationsgehalte fiir B und B sowie T und T errechnet werden. Der
Informationsgehalt der Quelle H(X) gibt die Entropien fiir B und B wieder und betrigt hier 0,93
bit. Die Entropien der Wahrscheinlichkeiten fiir T und T ermdglichen die Berechnung des
Informationsgehaltes des Empfingers H(Y). Es ergeben sich 0,96 bit. Der Informationsgehalt
des Empfingers ist also groBer als der Informationsgehalt der Quelle. Dies ist durch die
hinzukommende ,,Fehlinformation* zu erkliren. Die Totalinformation H(X,Y) ist die Summe der
Entropien, die sich aus den Eingangswahrscheinlichkeiten fiir B und B multipliziert mit den
moglichen Ubergangswahrscheinlichkeiten ergeben. Die Totalinformation fiir die vorgestellte
Priifung liegt bei 1,48 bit.

Durch die Beziehungen dieser Werte ergeben sich die Fehlinformation H(Y|X), hier 0,55 bit, und
die Aquivokation H(X|Y), die in diesem Fall gleich 0,52 bit ist. Die Fehlinformation quantifiziert
die Information, die bei der Ubertragung in einem Kanal zum Informationsgehalt der Quelle
hinzukommt. Die Aquivokation quantifiziert den Teil, der bei der Ubertragung verloren geht
(Abb. 4). Die Transinformation gibt den Teil der Eingangsinformation an, welcher unbeeinflusst
von Fehlinformation und Aquivokation beim Empfinger ankommt (vgl. Kapitel 2, Formel (2)).
Die Transinformation der Priifstrategie T; betrdgt 0,41 bit. Die Formel zur Berechnung der

Transinformation kann hier wie folgt vereinfacht dargestellt werden:
H(X;Y)= H(X) — H(X|Y) = 0,93 bit — 0,52 bit = 0,41 bit (vgl. Abb.4)

Durch die Berechnung der maximalen Kanalkapazitét (vgl. Kapitel 2, Formel (3)), ldsst sich der

maximal libertragbare Informationsgehalt mit etwa 0,73 bit bestimmen.

_ -013x017+087x038 . 017-038) .
- 013 — 0,87 082 013—0g87] %

Die optimale Prévalenz, d.h. die Pravalenz bei der das Potential der Priifstrategie maximal
genutzt werden kann, betrigt fiir den vorgestellten Test (T3) 0,57 (57%). In Situationen, in denen
gehduft Risiken flir die Qualitit und Sicherheit von Produkten aus bestimmten
Herkunftsbetrieben auftreten, liefert die Priifstrategie einen groBeren Informationsgewinn zur

Sortierung von Chargen, als dies im vorliegenden Lernkollektiv der Fall war.
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Tab. 7: Zusammenfassung der Bewertungsparameter fiir Tests zur Vorhersage von Risiken

Vorhandene ] ) )
B . Transinformation Testkapazitit
Test Name Pravalenz eines . .
. [bit] [bit]
Risikos
To nur visuell 0,34 0,04 0,13
Vorinformation +
T, . 0,34 0,05 0,55
1 Parameter Biosensor
T, 2 Parameter Biosensor 0,34 0,29 0,67
T; 3 Parameter Biosensor 0,34 0,41 0,73

In Tabelle 7 werden die Parameter Transinformation [Iz1)] und Kanalkapazitit [C], die hier als
Testkapazitdt bezeichnet wird, fiir die Vorhersage von Risiken fiir die Lebensmittelsicherheit
dargestellt. Zur Berechnung der vorhersagenden Information wurden Hp-Konzentrationen,
Tageszunahmen, Organverinderungen, Hemmstoffe, Salmonellen- und PRRS-Antikorper in

verschiedenen Kombinationen genutzt.

Die in dieser Studie definierten Risiken fiir ein Endprodukt, die Priifungen auf Antikorper gegen
Erreger mit zoonotischem Charakter und Hemmstoffe, konnen nicht verldsslich durch die
heutige Online-Priifung, die visuelle Fleischbeschau, bewertet werden. Mit der hier
vorgeschlagenen Priifstrategie T, die auf Vorinformationen aus der landwirtschaftlichen
Produktion durch Einsatz von Biosensoren im Gesundheitsmanagement basiert, wéchst der
Informationsgehalt zur Abschédtzung von Risiken. Weiter erhdht ist der Informationsgehalt, wenn
man immunologische Methoden in die Befundbetrachtung einbezieht. Die erhebliche Steigerung
der Information durch die Einbeziehung des unspezifischen Parameters Hp in die Priifstrategie
zeigt deutlich das Potential dieses Parameters. Die Priifstrategie Ts fiihrt mit 0,41 bit zum

groBten Informationsgewinn im Vergleich zu den iibrigen Priifstrategien.

Es konnte somit bestitigt werden, dass die Transinformation als RangierungsgroBe genutzt
werden kann, um Priifstrategien miteinander im Sinne einer Entscheidungshilfe zu vergleichen.
Die groBBe Differenz zwischen der Transinformation und der Testkapazitit zeigen deutlich, dass
die Mdglichkeiten der vorgestellten Tests im Lernkollektiv nicht ausgeschopft wurden. Hierin ist
ein weiterer Vorteil des Bewertungsmodells zu sehen. Die Testkapazitit als Kenngrof3e erlaubt
es, ein Priifverfahren mit besonderen Stirken wund Schwichen hinsichtlich der

Entdeckungswahrscheinlichkeit von Risiken in weiteren Verarbeitungsprozessen zu erkennen.
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So koénnten bspw. durch die Kombination verschiedener Priifparameter auf einem Chip, zur
Messung mittels Biosensor, die Informationsgehalte der Priifstrategie signifikant erhoht werden.
Um eine Optimierung der Parameterkombinationen zu erreichen, sind zukiinftig weitere

Priifstrategien nach dem vorgestellten Verfahren zu bewerten.
4. Zusammenfassung

Im Rahmen des vorliegenden Forschungsprojektes wurde untersucht, wie sich das
Untersuchungsspektrum der Matrix Fleischsaft durch Qualitits-, Lebensmittelsicherheits- und
Tiergesundheitsrelevante Priifparameter erweitert ldsst. Darliber hinaus erfolgte die Bewertung
des potentiellen Informationsgewinns durch die Kombination unterschiedlicher Priifparameter.
Hierzu sind umfangreiche Untersuchungen in zwei Pilotbetrieben mit unterschiedlichem
Hygienestatus durchgefiihrt worden. Die Mast- und Schlachtleistung der untersuchten Tiere
entsprachen den durchschnittlichen Bewertungen von Schlachtschweinen, wobei zwischen den
Betrieben keine signifikanten Unterschiede bestanden. Die Ergebnisse der deskriptiven Statistik
lassen darauf schlieflen, dass der Gesundheitsstatus in Betrieb B schlechter ist als in Betrieb A.
Eine Risikoabschiatzung mit Hilfe der Odds Ratio (OR) ergab signifikante (p<0,05) positive
Abhingigkeiten zwischen Hp und Yersinia (OR=6,6), Hp und PRRS (OR=3,2) sowie Hp und
Schlachtbefunden (OR=9,2).

Die Einbindung des Forschungsvorhabens in ein interdisziplindres Netzwerk, ermdglichte es, das
Konzept fiir die Integration von zwei neuen Testverfahren in eine erweiterte Priifstrategie des
Salmonellenmonitorings zu entwickeln. In Zusammenarbeit mit der AG Bioanalytik des IEL der
Universitdt Bonn (Prof. Wiist) wurde das Verfahren der Stabilisotopenverdiinnungsanalyse fiir
die Qualititsparameter Indol und Skatol angepasst. Gemeinsam mit SAW instruments (Bad
Godesberg) erfolgte die Adaptation des auf akustischen Oberflichenwellen basierenden sam®5-
Biosensors fiir die Konzentrationsbestimmung des Akute Phase Proteins Hp.

Die untersuchten Priifstrategien zu Fragestellungen der Lebensmittelsicherheit und
Produktqualitit konnten abschlieBend mit Hilfe der Informationsmodelle von Shannon (1949)
bewertet werden. Durch die exemplarische Verbindung von spezifischen und unspezifischen
Parametern konnte der Informationsgehalt nachweislich gesteigert werden. Fiir mehrere
ausgewdhlte Priifstrategien im Rahmen von Lieferantenbewertungen und Entscheidungen im
Hinblick auf die Sortierung von Schlachthilften aufgrund von Lebensmittelsicherheitsrisiken
oder Risiken fiir Geruchsabweichungen und damit die Produktqualitit sind nach dem Shannon
Ansatz Rangierungskennzahlen wie z.B. die Transinformation oder die Testkapazitit berechnet
worden. Im Vergleich zur visuellen Untersuchung, kann die Transinformation um das 10-fache
und die Testkapazitdt um das 5-fache durch Verwendung eines 3-Parameter Biosensors erhoht

werden.
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5. Schlussfolgerungen fiir die Umsetzung der Ergebnisse in die Praxis

Schlussfolgernd ldsst sich festhalten, dass der im Rahmen des Salmonellenmonitorings
anfallende Fleischsaft zur Analyse zusitzlicher Parameter (Qualitit, Verbraucherschutz,
Tiergesundheit) geeignet ist und insbesondere eine Parameterkombination von spezifischen und
unspezifischen Kriterien wertvolle Zusatzinformationen liefert.

Eine Bewertung der Priifstrategien zu Fragestellungen der Lebensmittelsicherheit und
Produktqualitit ist anhand des vorgestellten Informationsmodells von Shannon (1949)
moglich. Es wurde exemplarisch verdeutlicht, dass auf der methodisch-theoretischen Grundlage

Auswahl, Optimierung, Anwendung und Wertung von Priifstrategien objektivierbar werden.

Die Studie zeigt, dass die Einsatzfelder fiir
Biosensoren in der Fleisch erzeugenden
Kette sehr vielfdltig sind. Mit der
Entwicklung von Biosensoren stehen neue
Moglichkeiten  zur  Etablierung  von
insbesondere produktionsbegleitenden
Online-Priifungen zur Verfligung. Somit
konnen  Priifmoglichkeiten  geschaffen
werden, die direkt der Unterstiitzung von
Entscheidungen im Qualitditsmanagement

dienen. Abbildung 15 visualisiert
Abb. 15: Zeitgewinn fiir die Entscheidungs-

findung durch Messung mittels Biosensor

schematisch den Zeitgewinn durch die Vor-

Ort-Messung mittels Biosensor.

Die Adaptation der Stabilisotopenverdiinnungsanalyse SIVA an die qualititsrelevanten
Geruchsparameter Indol und Skatol hat das Potential als objektive Messmethode zum Nachweis

von qualititsminderndem Ebergeruch.
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7. Anhang

Tab. Al: Mastleistung

x* 192,9 191,2 191,9
Alter S 9,5 6,6 7,9
[Tage] min 173,0 183,0 173,0
max 201,4 196,4 201,4
X 116,4 118,0 117,4
Lebendgewicht
[kg] s 8,8 9,2 9,0
(rechnerisch ermittelt, min 1013 94.4 94.4
80% Ausschlachtung) ’ ’ ’
max 1344 140,6 140,6
X 605 617 612
Tageszunahme s 49 48 48
(Geburt-Schlachtung)
[¢/Tag] min 503 500 0,500
max 704 724 724
Tab. A2: Schlachtleistung
x* 93,1 94,4 93,9
Schlachtgewicht S 7,6 7.4 7,2
[ke] min 81,0 75,5 75,5
max 107,5 112,5 112,5
X 53,2 52,2 52,6
MFL-Bauch S 3,1 4,0 3,7
[%0] min 445 37,5 37,5
max 59,4 60,6 60,6
X 17,66 (19,0%) 17,66 (18,7%) 17,66 (18,8%)
Schinken schier S 1,57 1,6 1,6
[ke] min 14,4 14,3 14,3

max 20,5 21,2 21,2



Teller schier
[ke]

Lachs
[ke]

Index-Punkte

Befunde [%]

x*

min

max

min
max
X

S
min
max

rel. Haufigkeit

Tab. A3: Geruchsparameter

Skatol
[ng/ml]

Indol
[ng/ml]

Median

s

min

max

auffillig (n)
sehr auffillig (n)

Median

s
min

max

auffallig (n)
sehr auffillig (n)
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8,1 (8,1%)

0,7
6,5
9.4

6,8 (7,3%)

0,6
5,7
83

91,5

11,1
67,0
106,1

2,3

0,06
0,04
0,02
0,14

0,04
0,02
0,03
0,11

8,2 (8,7%)

0,7
6,6
9,8

6,8 (7,2%)

0,6
53
8,35

90,8

10,0
64,1
105,2

1,7

0,04
0,09
0,01
0,44

0,05
0,05
0,02
0,24

8,2 (8,7%)

0,7
6,5
9,8

6,8 (7,3%)

0,6
53
8,4

91,0

10,4
64,1
106,1

5,6

0,05
0,08
0,01
0,44

0,04
0,04
0,02
0,24
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8. Konsequenzen fiir evtl. weitere Forschungsaktivititen

Im Rahmen des Forschungsvorhabens konnte gezeigt werden, dass sich der fiir die
Salmonellenuntersuchungen gewonnene Fleischsaft von Schlachtschweinen gut fiir die Messung
weiterer Priifparameter eignet. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Zusatzinformationen,
die man hierdurch erhélt einen deutlichen Informationsgewinn vor dem Hintergrund der
risikoorientierten Fleischuntersuchung darstellen. Allerdings sollten diese Ergebnisse anhand
groflerer Tierzahlen verifiziert werden. Dabei wire es wiinschenswert eine groBere Breite
insbesondere beziiglich Qualitidtsabweichungen angelieferter Schlachtschweinepartien zu
untersuchen. Dariiber hinaus erscheint auch die Beschleunigung der Messungen durch die
Nutzung anderer Matrizes wie z.Bsp. Schlachtblut (hier entféllt der Einfrier- und Auftauprozess)
sinnvoll. Die Optimierung von Priifstrategien durch die Bewertung der Informationsgehalte
verschiedener Parameter basierend auf den Modellen von Shannon stehen hierbei im

Vordergrund.

Insbesondere durch die Etablierung bzw. Anpassung der bereits bestechenden Testverfahren
(Stabilisotopenverdiinnungsanalyse ~ bzw.  sam“5-Biosensor)  ergeben  sich  weitere
Fragestellungen, wodurch eine Optimierung dieser Messungen erreicht werden konnte. Fiir
weitere laufende Projekte, wie bspw. FINQ.NRW, stellen die Ergebnisse der experimentellen
Untersuchungen eine Grundlage fiir vertiefende Studien beziiglich der Erarbeitung neuer
Teststrategien dar:
o Fettanalytik beziiglich Skatol und Indol sowie Androstenon, 3a-Androstenol,und 3p-
Androstenol
e Fleischsaftanalytik derselben Tiere aus Skatol und Indol = Korrelationsberechnung
e Anpassung, Testung und Validierung der Potentiale des beschriebenen Biosensors =
Identifikation aussagekréftiger Profile
e Anpassung der Messtechnik an die Anspriiche im Produktionsprozess (z.B.

Spritzwasserschutz)

9. Mitteilung iiber evtl. schiitzenswerte Nutzungsrechte

Die Testentwicklung bzw. Anpassung des sam®5-Biosensor zur Konzentrationsbestimmung von
Hp erfolgte in enger Zusammenarbeit mit der Firma SAW instruments in Bad Godesberg. Die
Nutzungsrechte liegen entsprechend in Hénden der Firma SAW. Das Messverfahren ist

patentrechtlich geschiitzt.
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14.  Kurzfassung in Deutsch und Englisch

Erweitertes Untersuchungsspektrum der Matrix Fleischsaft zur Beurteilung des
Gesundheitsstatus von Schlachtschweinen vor dem Hintergrund der risikoorientierten

Schlachttieruntersuchung.

Im Rahmen des vorliegenden Forschungsprojektes wurde untersucht, wie sich das
Untersuchungsspektrum der Matrix Fleischsaft durch Qualitits-, Lebensmittelsicherheits- und
Tiergesundheitsrelevante Priifparameter erweitert ldsst. Darliber hinaus erfolgte die Bewertung

des potentiellen Informationsgewinns durch die Kombination unterschiedlicher Priifparameter.

Hierzu sind umfangreiche Untersuchungen in zwei Pilotbetrieben mit unterschiedlichem
Hygienestatus durchgefiihrt worden. Die Mastleistung war in beiden Betrieben gut und die mit
Hilfe der AutoFOM ermittelten Schlachtleistungsdaten entsprachen den durchschnittlichen
Bewertungen von Schlachtschweinen, wobei zwischen den Betrieben keine signifikanten
Unterschiede bestanden. Beziiglich der Organbefundung weist die Inzidenz von 7,7% in
Betrieb B auf Gesundheitsprobleme hin. Die Daten der Organbefundung sowie die
Schlachtleistungsdaten von insgesamt 107 Tieren (Betrieb A: 42 Tiere, Betrieb B: 65 Tiere)
wurden durch folgende Priifparameter ergidnzt: Indol und Skatol (Qualitit), Salmonella,
Trichinella, Yersinia und Hemmstoffe (Lebensmittelsicherheit) sowie PRRSV, Sarcoptes und
Haptoglobin (Hp) (Tiergesundheit). Eine Risikoabschidtzung mit Hilfe der Odds Ratio (OR)
ergab signifikante (p<0,05) positive Abhéngigkeiten zwischen Hp und Yersinia (OR=6,6), Hp
und PRRS (OR=3,2) sowie Hp und Schlachtbefunden (OR=9,2).

Die Einbindung des Forschungsvorhabens in ein interdisziplindres Netzwerk, ermoglichte es, das
Konzept fiir die Integration von zwei neuen Testverfahren in eine erweiterte Priifstrategie des
Salmonellenmonitorings zu entwickeln. In Zusammenarbeit mit der AG Bioanalytik des IEL der
Universitdt Bonn (Prof. Wiist) wurde das Verfahren der Stabilisotopenverdiinnungsanalyse fiir
die Qualititsparameter Indol und Skatol angepasst. Es konnte ermittelt werden, dass deren
Nutzung als Parameter fiir die Qualititssicherung innerhalb der Produktionskette moglich ist, da
Sie zum einen das als Qualitdtsmerkmal Geruchs- und Geschmacksabweichung anzeigen konnen
und zum anderen mit geeigneten Mallnahmen z. B. im Bereich der Fiitterung oder Stallhygiene

gemanagt werden konnen.

Gemeinsam mit SAW instruments (Bad Godesberg) erfolgte die Adaptation des auf akustischen
Oberflichenwellen basierenden sam®™5-Biosensors fiir die Konzentrationsbestimmung des Akute
Phase Proteins Hp. Der Einsatz des Biosensors in einem ,,online“-Priifverfahren wurde fiir eine

exemplarische Anwendung erprobt.
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Die untersuchten Priifstrategien zu Fragestellungen der Lebensmittelsicherheit und
Produktqualitdt konnten abschlieBend mit Hilfe der der Informationsmodelle von Shannon
(1949) bewertet werden. Durch die exemplarische Verbindung von spezifischen und
unspezifischen Parametern konnte der Informationsgehalt nachweislich gesteigert werden. Der
dargestellte Informationsgewinn kann somit zum Treiber fiir innovative Priifstrategien werden.
Fir mehrere ausgewihlte Priifstrategien im Rahmen von Lieferantenbewertungen und
Entscheidungen im Hinblick auf die Sortierung von Schlachthélften aufgrund von
Lebensmittelsicherheitsrisiken oder Risiken flir Geruchsabweichungen und damit die
Produktqualitdt sind nach dem Shannon Ansatz Rangierungskennzahlen wie z.B. die
Transinformation oder die Testkapazitit berechnet worden. Im Vergleich zur visuellen
Untersuchung, kann die Transinformation um das 10-fache und die Testkapazitit um das 5-fache

durch Verwendung eines 3-Parameter Biosensors erhoht werden.

Extended examination spectrum of meat juice to assess the health status of slaughter pigs

in the frame of risk oriented meat inspection.

Within this project the investigative spectrum of the matrix meat juice, obtained routinely in the
frame of Salmonella monitoring by freezing and thawing, should be extended. Thus,
development and testing of risk oriented test strategies, integrated into slaughter process will be
followed by the assessment of information gain by combination of different parameters as well

as the benefit cost analysis of extended test measures in the frame of quality assurance systems.

Therefore extended examinations in two two farms with different hygienic status were
performed. Performance of the fattening pigs was good and the carcass performance (measured
by AutoFOM) corresponded to expectation. No significant differences could be found between
the two farms. Concerning animal health farm B is conspicuous because of an incidence of 7.7%
of organic findings. Lesions at slaughter and carcass performance of 107 animals (farm A: 42,
Farm B: 65) were supplemented by the following test parameters: Indole and Skatole (quality),
Salmonella, Trichinella, Yersinia and residues (food security) as well as PRRSV, Sarcoptes and
Haptoglobin (Hp) (animal health). Risk assessment Odds Ratio (OR) leads to significant
(p<0.05) positive dependency between Hp and Yersinia (OR=6,6), Hp and PRRS (OR=3,2) as
well as Hp and lesions at slaughter (OR=9,2).

The integration of this project into an interdisciplinary network enabled the development of a
concept for the integration of two new test methods into extended test strategies within the

Salmonella monitoring. Together with the working group “Bioanalyis” of the IEL (University of
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Bonn, Prof. Wiist) the “Stable Isotope dilution analysis” was adapted to the quality parameters
Indole and Skatole. They show potential as quality relevant parameters within the production
chain because they might indicate odour and taste deviations and could be managed by adequate

measures like feeding or hygiene.

Together with SAW instruments (Bad Godesberg) the sam”5-biosensor — using Surface Acoustic
Waves (SAW) technology for real-time measurements - could be adapted to the measurement of
haptoglobin concentration in meat juice. The implementation of this biosensor as online-test was

tested exemplarily.

An evaluation of the examined test strategies concerning food safety and product quality was
performed using the information model of Shannon (1949). The exemplary combination of
specific and unspecific parameters could increase the information content definitely. Thus, the
demonstrated gain of information has the potential to facilitate innovative test strategies.

Using the Shannon approach, key data (e.g. transinformation or test capacity) for several selected
test strategies in the frame of supplier assessment and decision making (sorting of slaughter
halves because of food safety risks or risk of odour aberrations and thus product quality) could
be calculated. Compared to the visual examination the transinformation might increase 10-fold

and the test capacity might increase 5-fold by using a 3-parameter Biosensor.





