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Einleitung

1. EINLEITUNG

Mit der Uberschrift ,Salmonellen aus Schweinefleisch — nach wie vor ein Risiko" hat
im Februar 2005 das Bundesinstitut fir Risikobewertung (BfR) vor dem Verzehr von
rohem Schweinefleisch gewarnt. Anlass war das gehéaufte Auftreten einer seltenen
Salmonellen-Serovar im Januar 2005 als Ursache fir humane Salmonellosen, die
auf den Verzehr von rohem Schweinefleisch zurtuckzufuhren waren. In einigen
Hinweisen zum sachgerechten, hygienischen Umgang mit Lebensmitteln,
insbesondere  mit rohem Fleisch, zur Verhitung einer Salmonellen-
Kreuzkontamination bzw. -infektion wird der Endverbraucher angesprochen und auf
die gesundheitliche Gefahr aufmerksam gemacht, die von Schweinefleisch ausgehen
kann (BfR 2005).

Die Salmonellose beim Menschen ist trotz riicklaufiger Meldezahlen in Deutschland
immer noch eine der am haufigsten auftretenden bakteriellen Erkrankungen (BfR
2005; RKI 2003). Bei einer Anzahl von 56.273 gemeldeten Erkrankungen in 2004
und der Berlcksichtigung einer Dunkelziffer von 80-90% (RKI 1998, 1999, 2000) ist
neben dem gesundheitlichen Aspekt und der Gefahr von chronifizierenden Folge-
erkrankungen der wirtschaftliche Folgeschaden (Behandlungskosten, Arbeitsausfall)
erheblich.

So ist es im Sinne eines praventiven gesundheitlichen Verbraucherschutzes in der
Bundesrepublik Deutschland ein Ziel der Rechtsprechung, die Bevdlkerung vor einer
Infektion mit Salmonellen zu schitzen: Laut § 8 des Lebensmittel- und
Bedarfsgegenstandegesetzes (LMBG) ist es verboten, ,Stoffe, deren Verzehr
geeignet ist, die Gesundheit zu schadigen, als Lebensmittel in Verkehr zu bringen®.
Demnach dirfen Lebensmittel, auf oder in denen Salmonellen nachgewiesen
wurden, nicht in die Nahrungskette gelangen.

Dennoch kénnen - wie die Meldung des BfR zeigt - immer wieder Salmonella-
Infektionen beim Menschen auf den Verzehr verschiedener Lebensmittel
zurtickgefiihrt werden. Auch in der Fleischgewinnungslinie beim Schwein ist das
Vorkommen von Salmonellen in der Literatur mehrfach belegt. Beginnend im Pre-
Harvest-Bereich, tUber die Fleischgewinnung im Schlachthof (LEUE et al. 2004) bis
hin zum Erzeugnis (BOUGHTON et al. 2004) werden Salmonellen auf oder in dem

Tier bzw. Produkt nachgewiesen. Zudem konnten Salmonella-Nachweise aus dem
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Umfeld der Schweinefleischgewinnung gefiihrt werden (z.B. LIMPITAKIS et al.
1999). STEINBACH und HARTUNG (1999) sehen in Kreuzkontaminationen
innerhalb der Fleischgewinnungslinie zu 20% die Ursache fur das Auftreten von
Salmonellen auf den Karkassen bzw. dem Endprodukt Fleisch.

Vor diesem Hintergrund soll in der vorliegenden Arbeit der Frage nachgegangen
werden, inwieweit die Produkt beriihrenden Oberflachen der Prozesslinie an der
Verteilung von Salmonellen in der Fleischgewinnungslinie beim Schwein beteiligt
sind.

Neben der Erhebung des Hygienestatus erfolgte hierzu die Erfassung und
Charakterisierung von Salmonellen auf Oberflachen einer Fleischgewinnungslinie
beim Schwein. Es werden sowohl die Produkt beruhrenden Oberflachen des
Umfeldes als auch die jeweils kontaktierten Stellen der Tierkérper auf das

Vorhandensein von Salmonellen untersucht.
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2 LITERATUR

21 Salmonella: Systematik und Eigenschaften

Salmonellen wurden nach dem amerikanischen Bakteriologen Daniel Elmer
SALMON benannt, der erstmals im Jahre 1890 von Mikroorganismen berichtet, die
er als Salmonella choleraesuis bezeichnete (LE MINOR 1984).

Salmonellen kénnen bei Menschen und Tieren Darminfektionen sowie Septikamien
hervorrufen. Die Mikroorganismen kénnen vom Tier auf den Menschen Ubertragen

werden und zahlen somit zu den Erregern von Zoonosen (SINELL 1992).

Das Genus Salmonella gehért zur Familie der Enterobacteriaceae. Es werden die
beiden Spezies Salmonella bongori und Salmonella enterica unterschieden, die sich
jeweils in Serovaren bzw. Subspezies und Serovaren untergliedern (WIELER und
BAUERFEIND 1999). Abbildung 2.1 zeigt schematisch die weitere Unterteilung und

Benennung der Mikroorganismen des Genus.

Genus Salmonella

Spezies enterica bongori

Subspezies enterica salamae arizonae diarizonae houtenae indica VI

(1) ) (Illa) (Ilib) (V) (V1)

Anzahl der
1443 488 94 323 70 9 2 20
Serovaren
Abbildung 2.1: Taxonomie und Nomenklatur der Gattung Salmonella

(WIELER und BAUERFEIND 1999)
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Die Salmonellen der Spezies Salmonella enterica zeigen eine deutlich gréRere
veterinar- und humanmedizinische Relevanz als die der Spezies Salmonella bongori.
Subspezies | (Salmonella enterica subsp. enterica) ist hauptsachlich bei
Warmblitern nachzuweisen, Subspezies |l (Salmonella enterica subsp. salamae)
und Subspezies Ill a und b (Salmonella enterica subsp. arizonae (a) und diarizonae
(b)) kommen vorwiegend bei wechselwarmen Tieren vor. Vertreter der Subspezies IV
(Salmonella enterica subsp. houtenae) sind Gberwiegend Umweltkeime, von denen
nur wenige fur Warmbluter pathogen sind. Die ehemalige Subspezies V erhielt den
Status der eigenstandigen Spezies Salmonella bongori und Subspezies VI wird als
Salmonella enterica subsp. indica bezeichnet. (LE MINOR 1984; DEDIE et al. 1993;
JAY 1996; KRAMER 2002). Praxisrelevante Salmonellen stammen somit vorwiegend
aus der Subspezies | (Salmonella enterica subsp. enterica). Der Trend zum Halten
exotischer Haustiere lasst jedoch auch den Vertretern der Subspezies Il und IV
vermehrt Bedeutung zukommen (WOODWARD et al. 1997).

Um bei der Benennung von Serovaren unibersichtliche und lange Wortgebilde zu
umgehen, wird fir haufig auftretende Serovaren eine binominale Bezeichnung
bevorzugt, bei der auf die Genusbezeichnung Salmonella direkt der Name der
Serovar folgt. Zur Kenntlichmachung dieser Bezeichnungsform beginnt die
Serovarbezeichnung mit GroBbuchstaben. Nach dieser Ubereinkunft wird
beispielsweise Salmonella enterica subspezies enterica serovar infantis als
Salmonella Infantis bezeichnet (LE MINOR und POPOFF 1987; SINELL 1992;
DEDIE et al. 1993; KRAMER 2002). Diese binominale Bezeichnung wird auch im

Text der vorliegenden Arbeit verwendet.

Die Morphologie der Salmonellen zeigt gerade, sporenlose, gramnegative Stabchen
von 0,7 - 1,5 x 2,0 - 5,0 ym Umfang, die in der Regel peritrich begeielt, demnach
beweglich sind (Ausnahme: Serovar Gallinarum) (LE MINOR 1984).

Auf einfachen Nahrmedien im aeroben oder fakultativ anaeroben Milieu bilden
Salmonellen durchschnittlich 2 bis 4 mm groRe Kolonien, gelegentlich werden nur
etwa 1 mm groRe Kolonien gebildet (LE MINOR 1984).

Die optimalen Wachstumstemperaturen fir Salmonellen liegen bei 10 - 47°C. In

einigen Fallen zeigen Salmonellen bereits bei 6 - 8°C Wachstum (RKI 2002a).
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Der Stoffwechsel der Salmonellen ist fermentativ. Ihr Verhalten in charakteristischen
biochemischen Reaktionen ist in Tabelle 2.1 dargestellt. Hierbei ist zu
bericksichtigen, dass, bedingt durch die groRe Anzahl an unterschiedlichen
Serovaren (bis Ende 1996 waren Uber 2 400 bekannt, heute kennen wir tiber 2.500)
(BOCKEMUHL 1997, KRAMER 2002), einige Salmonellen in ihrem Verhalten von

diesem Reaktionsschema abweichen kdnnen.

Tabelle 2.1:  Charakteristisches Verhalten von Salmonellen in ausgewahlten
biochemischen Reaktionen (nach LE MINOR 1984)

Substrat bzw. Reaktion Reaktionsverhalten
Glukose, Mannit Abbau unter Gasbildung
Arabinose, Maltose, Rhamnose, Sorbit, Xylose Abbau

Adonit, Laktose, Raffinose, Saccharose, Salicin kein Abbau
Methylrot-Reaktion positiv

Nitratreduktion positiv

_ kann als alleinige Kohlenstoff-
Citrat quelle dienen

positiv z.B. im Dreizucker-Eisen-
Schwefelwasserstoffbildung Medium

Indolbildung, Voges-Proskauer-Reaktion,

Askulinspaltung, Ureasespaltung negativ

Lysin, Ornithin, Arginin Spaltung durch Decarboxylasen

Serologisch kénnen Salmonellen anhand ihrer antigenen Eigenschaften
unterschieden werden. Alle Salmonellen verfiigen Uber somatische O-Antigene
(Lipopolysaccharide als Bestandteil der Zellwand), H-Antigene (Proteine auf den
Geildeln), Kapsel- (Vi- bzw. K-) Antigene und Fimbrien- (F-) Antigene (LE MINOR
1984; DEDIE 1993; KRAMER 2002). Diese Antigene bzw. die Kombination ihres
Auftretens machen die Serovar-Spezifitat aus.
O-, H- und Vi-Antigene liegen als Merkmale der Einteilung von Salmonellen in die
Antigen-Tabelle nach Kauffmann und White (Kauffmann-White-Schema) zugrunde.
Den verschiedenen O-Antigenen werden Ziffern zugeordnet. H-Antigene erhalten je
5
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nach Phase bzw. Zustand einen kleinen Buchstaben bzw. eine Ziffer. So kann jede
Salmonella-Serovar mit einer spezifischen Bezeichnung der O- und H-Antigene
eindeutig serologisch charakterisiert werden.

In Tabelle 2.2 sind ausgewdhlte human- und veterindrmedizinisch relevante

Salmonellen in ihrer Einteilung nach dem Kauffmann-White-Schema dargestellt.

Tabelle 2.2:  Einteilung ausgewahlter Salmonellen in serologische Gruppen nach
dem Kauffmann-White-Schema (LE MINOR 1984)
Gruppe Serovar O-Antigen H-Antigen
Phase 1 | Phase 2

A S. Paratyphi A 1,2, 12 a [1,5"

B S. Paratyphi B 1, 4, [5], 12 b 1,2
S. Derby 1,4,[5], 12 f, g [1, 2]
S. Typhimurium 1, 4, [5], 12 [ 1,2

C4 S. Paratyphi C 6, 7, [Vi] c 1,5
S. Infantis 6,7 r 1,5

C, S. Newport 6,8 e, h 1,2

D4 S. Typhi 1,9,12,[Vi] |d -
S. Enteritidis 1,9, 12 g m [1, 7]
S. Gallinarum-pullorum 1,9, 12 - -

E, S. Anatum 3,10 e, h 1,6

U[...] = kann fehlen
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2.2 Salmonella als Krankheitserreger beim Menschen

Salmonellen sind als ubiquitare Erreger sowohl fur Menschen als auch fir Tiere
pathogen. Die Mikroorganismen als Zoonosenerreger kénnen vom Tier auf den
Menschen (bertragen werden und verursachen dort vorwiegend eine infektidse
Darmerkrankung (SINELL 1992).

Die Infektion mit Salmonellen erfolgt Gberwiegend auf oralem Wege entweder direkt
durch den Verzehr von Salmonella-kontaminierten Lebensmitteln oder indirekt
(Schmierinfektion) durch den Kontakt mit kontaminierten Lebensmitteln bzw. anderen
kontaminierten Gegenstanden. Der direkte Ubertragungsweg ist, mit Ausnahme von
Kleinkindern, eher von nachrangiger Bedeutung (BgVV 2001).

Die Inkubationszeit bei der Salmonellose betragt typischerweise 5 - 48 bzw. 72 Stun-
den. Die akuten Symptome einer Enteritis infectiosa sind Ubelkeit, Erbrechen,
Leibschmerzen sowie anhaltende Durchfille (BAIRD-PARKER 1990, BOCKEMUHL
1997), die in der Regel selbstandig nach 2 - 4 Tagen wieder abklingen (JAY 1996).
Der Erreger wird jedoch im Anschluss fur kurze Zeit bis hin zu Monaten weiterhin
ausgeschieden. Durchschnittlich 3 - 4 Wochen nach Abklingen der Infektion sind die
Betroffenen wieder Salmonella-frei. 90% der Erkrankten scheiden nach etwa 9
Wochen den Erreger nicht mehr aus (DE WIT und ROMBOUTS 1992). Der Stuhl von
zeitweisen Tragern bleibt bis zu 12 Monaten infektiés. 0,3 - 0,7% der Infizierten
werden zu chronischen Tragern (,Dauerausscheider”), bei denen tUber ein Jahr nach
Erkrankung noch Salmonellen im Stuhl nachweisbar sind, ohne dass akute
Krankheitssymptome auftreten (DE WIT und ROMBOUTS 1992).

Die Infektion mit nicht typhoiden Salmonellen kann auch chronische systemische
Erkrankungen, wie beispielsweise eine reaktive Arthritis, nach sich ziehen (D'AUOST
1991, 1997 und 2000 in SCVPH 2003).

Bei manchen Infizierten verlauft die Infektion vollstdndig asymptomatisch, was
offenbar in der individuellen Abwehrlage sowie der Infektionsdosis begriindet ist
(BOCKEMUHL 1997).

Als Risikogruppe fur eine Salmonella-Infektion gelten Sauglinge und Kleinkinder, alte
Menschen, immunsupprimierte Patienten sowie Personen, die einer maoglichen

Erregerbelastung vermehrt ausgesetzt sind, z.B. Angehérige von Pflegeberufen, im

Im Kontext der vorliegenden Arbeit werden ausschlielich nicht typhoide
Salmonellosen erlautert.
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landwirtschaftlichen Bereich Tatige oder Familienangehdrige von Ausscheidern
(BOCKEMUHL 1997).

221 Auftreten / Haufigkeit der humanen Salmonellose in Deutschland

Bei der Salmonellose des Menschen handelt es sich nach wie vor um die am
haufigsten nach dem Infektionsschutzgesetz erfasste Krankheit (RKI 2003).

In Deutschland unterliegt ein Auftreten der Salmonellose bei indirektem oder
direktem Nachweis der Meldepflicht nach § 7 IfSG. Die Meldung hat unverziglich
und namentlich beim zustandigen Gesundheitsamt (§ 8 (3) IfSG) zu erfolgen, wobei
alle verfugbaren Patientendaten anzugeben sind (§ 9 (2) IfSG). Die zentrale
Dokumentation der Meldungen sowie die Veréffentlichung der Daten erfolgt durch
das Robert-Koch-Institut in Berlin (§ 4 IfSG).

Mit dem 01.01.2001 ist das Bundesseuchengesetz durch das Seuchenrechts-
neuordnungsgesetz ersetzt worden, dessen Artikel 1 das Gesetz zur Verhitung und
Bekampfung von Infektionskrankheiten (Infektionsschutzgesetz, IfSG) darstellt.
Damit haben sich die Meldemodalitaten fir Salmonellosen geéndert.

Wahrend nach dem Bundesseuchengesetz der Verdacht auf akute infektiése
Gastroenteritis in jedem Falle meldepflichtig war, beschréankt sich im Infektions-
schutzgesetz die Meldepflicht auf bestimmte Personenkreise bzw. ist an
Bedingungen geknipft (§ 6 IfSG). Der Verdacht auf eine akute infektidse
Gastroenteritis ist derzeit lediglich bei Personen meldepflichtig, die mit dem
Herstellen, Behandeln oder Inverkehrbringen von Lebensmitteln betraut und/oder in
Kiichen von Gaststatten oder Gemeinschaftseinrichtungen tatig sind (§ 6 und § 43
IfSG). Sind Personen aufderhalb dieses Kreises betroffen, so ist der Verdacht erst
meldepflichtig, wenn zwei oder mehr gleichartige Erkrankungen mit wahr-
scheinlichem oder vermutetem epidemiologischen Zusammenhang auftreten und
eine Erregerverbreitung vermutet werden kann (§ 6 IfSG).

Demnach sind die Zahlen ab 2001 unter veréanderten Bedingungen zustande
gekommen und nur bedingt mit der Anzahl der gemeldeten Fallen der Vorjahre

vergleichbar.
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Seit einem Hochststand im Jahre 1992 ist die Anzahl der gemeldeten
Salmonellenerkrankungen in Deutschland ricklaufig. Die Zahl der gemeldeten

Salmonellosen seit 1992 ist in Abbildung 2.2 dargestellt.
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Abbildung 2.2: Anzahl der gemeldeten Salmonellosen seit 1992 (STATISTISCHES
BUNDESAMT; ROBERT-KOCH-INSTITUT 2001 a und b, 2002,
2003, 2004, 2005)

Bei der Betrachtung der Daten ist zu beriicksichtigen, dass nach Schatzungen des
ROBERT-KOCH-INSTITUTs lediglich 10-20% der tatsachlichen Erkrankungen
gemeldet werden. Die hohe Dunkelziffer von 80-90% lasst sich damit erkléren, dass
viele Infektionsfalle wegen eines milden Verlaufs nicht erkannt werden oder dass es
trotz Diagnose nicht zur Meldung kommt (RKI 1998, 1999, 2000).

Im Infektionsepidemiologischen Jahrbuch meldepflichtiger Krankheiten fiir 2002 (RKI
2003) werden die Meldezahlen aus dem Jahr 2002 kritisch betrachtet und mit dem
Datensatz aus 2001 verglichen. Daraus ergeben sich nahere Informationen zur
jahreszeitlichen, geographischen und demographischen Verteilung von

Salmonellosen sowie eine ndhere Charakterisierung des Erregervorkommens.
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Auch im Jahr 2002 traten Salmonellosen gehéuft in den warmen Sommermonaten
auf, so dass in dieser Jahreszeit bis zu viermal mehr gemeldete Falle je Meldewoche
als in den Wintermonaten zu verzeichnen waren.

Entsprechend dem Vorjahr wurden aus den ,neuen Bundeslandern® mehr
Salmonellosen gemeldet als aus den alten. So hatte beispielsweise Mecklenburg-
Vorpommern als Spitzenreiter nahezu doppelt so viele Salmonellose-Falle je 100.000
Einwohner zu verzeichnen wie der bundesweite Durchschnitt. Ob dies in einer
tatsachlich héheren Inzidenz oder in einer erhéhten Aufmerksamkeit gegenuber dem
Krankheitsbild (und demnach einer geringeren Dunkelziffer) begriindet liegt, bleibt
ungeklart.

In 89% der Falle erfolgte die Meldung unter Angabe des Landes, in dem die Infektion
stattgefunden hatte. Bei 6% davon hatte die Infektion mit Salmonellen im Ausland
stattgefunden.

Die grolte altersspezifische Haufung lag bei Sauglingen, Kleinkindern und Kindern
bis 10 Jahren.

Angaben zur Serovar, der Gruppe nach Kauffman-White oder der Subspezies
wurden insgesamt in 95% der gemeldeten Falle Ubermittelt. Bei den 91% unter
Angabe der Serovar gemeldeten Falle wurden insgesamt 252 verschiedene
Serovaren angegeben. Bei 75% handelte es sich um Salmonella Enteritidis, bei 19%
um Salmonella Typhimurium. Im Vergleich mit 2001 ist das Auftreten von Salmonella
Typhimurium leicht zugunsten von Salmonella Enteritidis zuriickgegangen (2001: S.
Enteritidis 68%, S. Typhimurium 24%, andere Serovaren 8%) (RKI 2003).

Fur eine Behandlung von Salmonellosen wichtige Informationen uUber die in
Deutschland auftretenden Salmonellen hat das Bundesinstitut fur Risikobewertung
(BfR) vorgelegt. In seinem Abschlussbericht zum Forschungsvorhaben "Erfassung
phanotypischer und genotypischer Resistenzeigenschaften bei Salmonella- und
E.coli-Isolaten vom Tier, Lebensmitteln, Futtermitteln und der Umwelt" (HELMUTH et
al. 2004) ist der aktuelle Stand zu Auftreten und Verteilung von Serovaren und auch
Resistenzen in Deutschland dargelegt. Von insgesamt 14.212 Salmonella-lsolaten
aus den Jahren 2000-2003 (August) erwiesen sich rund 40% als vollstdndig sensibel
und etwa 22% waren einfach resistent gegeniiber den getesteten Antibiotika (siehe

Tabelle 2.12). Bei 38 % der Isolate waren Multiresistenzen nachzuweisen.
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Mit einer deutlichen Verschiebung ergeben sich fiir Schweine bzw. Lebensmittel vom
Schwein folgende Werte: Von den 1.351 Isolaten aus Schweinen waren 11%
sensibel, 9,5 % einfach- und 79,5% multiresistent. 1.253 Isolate aus der Kategorie
Lebensmittel von Rind oder Schwein waren zu 26,8% sensibel, zu 16,1% einfach
und zu 57,1% multiresistent. Als dominierende Serovar fur die Herkunft Fleisch von
Schwein/Rind/Kalb bezeichnen die Autoren Salmonella Typhimurium DT 104. Der
Nachweis von bis zu fliinf Resistenzen zusatzlich zur bekannten Pentaresistenz von
Salmonella Typhimurium DT104 in Lebensmittel macht einerseits die Mdglichkeit fur
Menschen deutlich, sich mit diesem Erreger zu infizieren. Andererseits zeigt sich so
auch die groRe Schwierigkeit einer Behandlung im Falle einer auftretenden
Salmonellose durch solche Stamme (HELMUTH et al. 2004, DORN et al. 2004).

222 Bedeutung von Salmonellen aus Schweinefleisch als Erreger

humaner Salmonellosen

Die Bedeutung von Salmonellen in Lebensmitteln allgemein ist Gegenstand der
Opinion of the Scientific Committee on Veterinary Measures relating to Public Health
of Salmonellae in Foodstuffs (SCVPH 2003). Das wissenschaftliche Komitee war
aufgefordert worden, solche Lebensmittel zu benennen, in denen das Vorhandensein
von Salmonellen ein hohes Risiko fur die menschliche Gesundheit darstellen wirde.
Dariber hinaus sollte auf wissenschaftlicher Grundlage die Eignung
mikrobiologischer Grenzwerte zur wirkungsvollen Verringerung des oben genannten
Risikos beurteilt werden. Auch die Frage, in welchem Fall die Erstellung eines
konkreten Risikoprofils sinnvoll wird, sollte erértert werden.

Bei der Beantwortung der ersten Fragestellung wurde neben der Préavalenz von
Salmonellen im betreffenden Lebensmittel in den verschiedenen Produktionsstufen
und moglichen Ubertragungswegen auch beriicksichtigt, ob im Verlauf der
Herstellung ein Prozessschritt erfolgt, der Salmonellen aus dem betreffenden
Lebensmittel zu eliminieren vermag. Zudem wurde die Inzidenz humaner
Salmonellosen mit einbezogen.

Das SCVPH kam zu dem Ergebnis, dass (Rot-) Fleisch und Fleischprodukte von
Saugetieren, zu denen auch die Schweine zahlen, hinsichtlich der Salmonellen ein

hohes Risiko fur die Gesundheit der Konsumenten darstellen, insbesondere wenn in
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der Primarproduktion eine hohe Salmonella-Pravalenz zu verzeichnen ist. Das
Risiko, nach Fleischverzehr an einer Salmonellose zu erkranken, wurde als
besonders hoch eingestuft, wenn das Fleisch roh verzehrt wird bzw. ein Garprozess
nicht vollstdndig abgeschlossen wurde. Bei vollstandig gekochtem Fleisch wurde das
Risiko geringer eingestuft, wobei die Gefahr einer Rekontamination mit Salmonellen
durch Kreuzkontamination oder schlechte Herstellungspraxis grundsatzlich bestehen
bleibe.

Die Einordnung des SCVPH spiegelt sich in der Uibrigen Literatur wider, in der immer
wieder humane Salmonellosen auf den Verzehr von Schweinefleisch und dessen

Zubereitungen zuriickgefuhrt werden. Im Folgenden eine Auswahl relevanter Falle:

VAN NETTEN et al. (1986) verzeichneten in den Niederlanden einen Salmonellose-
Ausbruch durch Salmonella Typhimurium aus fermentietem Schweinefleisch, bei

dem 17 Menschen erkrankten.

BARRELL (1987) berichtete von 8 Menschen aus Nordengland, die durch
Salmonella Typhimurium PT 193 aus einem kontaminierten Schweinebraten infiziert
wurden. Der Erreger konnte sowohl aus kaltem Schweinebratenfleisch, welches in
der ortlichen Metzgerei angeboten wurde, als auch aus dem Stuhl der Patienten
isoliert werden (MAGUIRE et al. 1993).

Salmonella Newport in Schweinefleisch fir Sandwiches war 1982 die Ursache flr
eine Salmonellose bei 120 Menschen aus Arkansas, von denen 23 stationar
behandelt werden mussten (NARAIN und LOFGREN 1989).

THORNTON et al. (1993) konnten in Nord-West England und Nord-Wales eine
Gruppenerkrankung durch Salmonella Typhimurium DT 193 bei 39 Personen auf
unvollstdndig gegarten Schinken zurtckfuhren. Bei MAGUIRE et al. (1993) ist die

Anzahl der Betroffenen bei diesem Ausbruch mit 206 Personen beziffert.

Nach dem Verzehr von ebenfalls unzureichend gegartem Schweinefleisch erkrankten
1995 bei einem Kirchen-Camp in Sydney 22 Personen an Salmonella Typhimurium
PT 9 (DELPECH et al. 1998).
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GESSNER und BELLER (1994) berichten von Salmonella-Erkrankungen durch
Salmonella Typhimurium bei 22 Picknick-Teilnehmern aus Alaska, die gegrilltes

Schweinefleisch verzehrt hatten.

STEGE (1994) belegt einen Salmonellose-Ausbruch bei 55 Menschen, bei dem
Salmonella Infantis aus Schweinefleisch ursachlich war. Der Erregerstamm konnte
mit Hilfe der Pulsfeld-Gelelektrophorese eindeutig Uber einzelne Prozessstufen bis in
den Zulieferbetrieb des 6rtlichen Schlachthofs zurlickverfolgt werden (WEGENER
und BAGGESEN 1996).

In zwei benachbarten Landkreisen Thiringens erkrankten 1997 insgesamt 48
Personen bei zwei Salmonellose-Ausbriichen an Salmonella Typhimurium LT DT
168. Bei 6 weiteren Personen konnte ein Dauerausscheidertum festgestellt werden.
Mit Hilfe der Lysotypie konnte ein Zusammenhang zwischen den Erkrankungen und
dem Konsum von Schweinefleischprodukten (Hackfleisch, Rohwurst, Bratwurst,
Fleischsalat) dargestellt werden (RKI 1997).

NG et al. (1997) beschreiben einen Salmonellose-Ausbruch (Salmonella Enteritidis)
nach einer Heimspeisung mit konserviertem Schweinefleisch in Singapur im Jahr
1995. Es erkrankten insgesamt 16 Bewohner, bei 19 weiteren Bewohnern verlief die

Infektion asymptomatisch.

Salmonella Enteritidis PT6 war Ausléser eines Ausbruchs von Salmonellose bei 11
Personen in Middlesbrough. Die Infektion konnte mit hoher Wahrscheinlichkeit auf

den Verzehr von Schweinpastete zurtickgefuhrt werden (HOLTBY et al.1997).
Nach dem Verzehr von Schweine-Innereien (Kaldaunen, Kutteln, pig bag) erkrankten
in Std-Yorkshire 22 Personen an Salmonella Typhimurium DT 170 (CORNELL und

NEAL 1998).

LLEWELLYNN et al. (1998) schildern Erkrankungsfalle in Wales, die auf Salmonella
Typhimurium DT 124 aus Schinken zuriickgehen.
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MOLBAK et al. (1999) beschreiben einen Salmonellose-Ausbruch durch Salmonella
Typhimurium DT104 (Nalidixinsaure resistent, verringerte Empfindlichkeit gegeniiber
Fluorochinolonen) im Jahr 1998 in Danemark, bei dem 25 Patienten eine Salmonella-
positive Stuhlprobe aufwiesen. 11 dieser Patienten mussten stationar behandelt
werden, zwei verstarben. Mit Hilfe molekularbiologischer Untersuchungen konnte ein

Schweinebestand als Primarquelle ermittelt werden.

Im Jahr 1999 erkrankten in den Niederlanden nach dem Verzehr von gesalzenem,
getrocknetem und gerduchertem Schinken 38 Menschen an Salmonella
Typhimurium PT 20 (MERTENS et al. 1999).

Insgesamt 51 Personen (33 symptomatisch, 18 asymptomatisch) aus Japan
erkrankten 1993 an Salmonellose durch Salmonella Typhimurium bzw. wurden damit
infiziert. Mit Hilfe der Pulsfeld-Gelelektrophorese konnte die Erkrankung eindeutig auf
den Verzehr von geréstetem Schweinefleisch zuriickgefuhrt werden (MURASE et al.
2000).

GERICKE et al. (2001) gelang es, in Thiringen einen Salmonellose-Ausbruch (keine
Angaben Uber die Anzahl der Erkrankten) durch Salmonella Typhimurium DT 12

eindeutig auf ein Rohwurstprodukt aus Schweinefleisch zuriickzufthren.

Die Salmonellose von 32 Patienten in Bayern (Salmonella Typhimurium DT177)
konnten SAUER et al. (2001) auf den Verzehr von ,Rohe Polnische® Wurst aus

Schweinefleisch zuriickleiten.

Im Rahmen einer epidemiologischen Untersuchung durch das ROBERT-KOCH-
INSTITUT konnte im Jahr 2001 die Infektion durch Salmonella Goldcoast bei 11 von
28 Personen auf (Schweine-) Knackwurst zurtickgefuhrt werden. Wahrend andere
Schweinefleischerzeugnisse aus der ortlichen Metzgerei als Ursache nicht in Frage
kamen, konnte bei funf Erkrankten rohes Schweinehackfleisch als Quelle fir
Salmonella Goldcoast nicht zweifelsfrei ausgeschlossen werden (RK/ 2002b). Diese
Fallstudie wird auch beschrieben von BREMER et al. (2004).
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In Tharingen konnten im Jahr 2001 insgesamt 13 Salmonella-Infektionen (Salmonella
Bovismorbisficans) auf rohes Hackfleisch aus einer lokalen Schlachterei
zurtckgefuhrt werden (RKI 2005b).

Das ROBERT-KOCH-INSTITUT schilderte einen (berregionalen Salmonellose-
Ausbruch durch Salmonella Munchen. In Berlin erkrankten 36 Personen, in
Brandenburg 41 Personen, in Sachsen kam es zu 11 Erkrankungen und in Baden-
Wirttemberg wurden 67 Erkrankte gemeldet. In Berlin, Brandenburg und Sachsen
konnten die Erkrankungen auf den Genuss verschiedener Schweinefleischprodukte
zurtickgefiihrt werden. Die PFGE-Analyse der Stamme zeigte, dass die Isolate aus
Brandenburg, Berlin und Sachsen einem identischen Klon zugeordnet werden
konnten. Die Isolate aus Baden-Wirttemberg zeigten ebenfalls Ubereinstimmende
PFGE-Muster, die jedoch von den Mustern der Isolate aus den anderen
Bundeslandern abwichen. Bei den Erkrankungen in Baden-Wirttemberg konnte

Schweinefleisch als Infektionsquelle ausgeschlossen werden (RKI 2002d).

Durch Salmonella Give erkrankten im Jahr 2004 in Deutschland 115 Personen an
Gastroenteritis. Mit Hilfe der Pulsfeld-Gelelektrophorese konnte die Herkunft des
Erregers (rohes Schweinehackfleisch aus einem Schlachthof in Niedersachsen)
ermittelt werden (RKI 2004b).

Im selben Jahr fuhrte Salmonella Infantis in Brandenburg zu 31 Gastroenteritiden.
Bei 14 Personen verlief die Infektion asymptomatisch. Mittels Pulsfeld-
Gelelektrophorese konnten rohes Hackfleisch und Wurstwaren als Erregerquelle
ermittelt werden (RKI 2005b).

Ende 2004 hauften sich in Deutschland Nachweise von Salmonella Bovismorbificans
als Ursache fur 410 Falle humaner Salmonellose vorwiegend in den nérdlichen und
westlichen Bundeslandern. Es kam zu einem Salmonella Bovismorbificans bedingten
Todesfall. Mit Hilfe der Pulsfeld-Gelelektrophorese konnte Zwiebelmettwurst als
wahrscheinliches Vehikel ermittelt werden (RKI 2005a).

Eine Quantifizierung der Bedeutung von Salmonellen aus Schweinefleisch als
Erreger humaner Salmonellosen nehmen STEINBACH und KROELL (1999) vor. Die
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Autoren fiuhrten eine Schatzung durch, wie viele der gemeldeten Salmonellosen auf
Salmonellen aus dem Umfeld der Fleischgewinnung beim Schwein zurlickgefiihrt
werden kdénnen. Diese rein rechnerische Herleitung basiert auf den Daten zu
humanen Salmonellosen, die auf von Tieren stammende Lebensmittel (insbesondere
Rotfleischprodukte) zuriickzufihren sind sowie auf den Zahlen zum Nachweis von
Salmonella Typhimurium in solchen Lebensmitteln und beim Menschen. 1997 lag die
absolute Zahl solcher Salmonellosen demnach etwa bei 20.000 Fallen. Bei
Berucksichtigung der allgemein anzunehmenden Dunkelziffer durften 1997 etwa
100.000 bis 200.000 humane Salmonellosen auf Salmonellen aus Schweinefleisch
zurtickzufihren gewesen sein (STEINBACH und KROELL 1999). STEINBACH und
HARTUNG (1999) ermittelten einen Anteil von 20% humaner Salmonellosen, die auf

eine Aufnahme des Erregers durch Schweinefleisch zurtickzuftihren sind.

Zur Zahl der humanen Salmonella-Erkrankungen, die auf kontaminiertes
Schweinefleisch zurlickgehen, liegen auch Schatzungen aus dem europaischen
Ausland vor. So veranschlagen BERENDS et al. (1998a) fur die Niederlande einen
Anteil von 15% (5-25%). Nach einer Analyse der einschlagigen Daten aus den
Jahren 1984 bis 2001 beziffern VAN DUIJKEREN et al. (2002) den Anteil in den
Niederlanden mit 25%. Fur Danemark gehen BORCH et al. (1999) davon aus, dass
15% der humanen Salmonellosen mit dem Verzehr von Schweinefleisch in
Zusammenhang stehen.

Daten aus Deutschland zum Nachweis von Salmonellen in Schweinefleisch wurden
fur das Jahr 2000 vom BgVV bzw. fir 2001 vom BfR veréffentlicht (SCHROETER et
al. 2001 und 2002). Grundlage dieser Daten waren die nach Umsetzung der EU-
Richtlinie  89/397/EWG Uber die amtliche Lebensmitteliberwachung zu
entnehmenden Planproben. Tabelle 2.3 zeigt die Anzahl der Salmonella-Nachweise
aus Schweinefleisch-Planproben inklusive einiger Anlassproben und sonstiger
Untersuchungen in den Jahren 2000 und 2001.
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Tabelle 2.3: Salmonella positive Schweinefleisch-Planproben der Jahre 2000 und
2001 (SCHROETER et al. 2001 und 2002) in Prozent

Gesamtprobenzahl Salmonella-Nachweise
[%]
2000 1.614 3,72
2001 1.547 3,81

DORN et al. (2004) geben in ihrer Veréffentlichung fur Deutschland eine Ubersicht
Uber das Auftreten bestimmter Serotypen, Lysotypen und Antibiotikaresistenzen
beim Schwein und bei Lebensmitteln aus Schweinefleisch (Schweinefleisch,
Hackfleisch, Wurst). Im Jahr 2001 stammten demnach 21% der in das Nationale
veterindrmedizinische Referenzlabor fiir Salmonellen eingeschickten Isolate vom
Schwein (8%) bzw. den aus Schwein gefertigten Lebensmitteln (13%). Bei der
Verteilung der Serovaren aus diesen Isolaten war mit einer Haufigkeit von 81,1%
eine deutliche Dominanz von Salmonella Typhimurium zu erkennen, gefolgt von
Salmonella Derby mit 7,4%. Auch bei Lebensmitteln vom Schwein dominierte
Salmonella Typhimurium mit 66,2%, auch hier gefolgt von Salmonella Derby mit
5,4%. Die herausragende Serovar war in beiden Kategorien Salmonella Typhimurium
DT104 (Schwein: 61,9%, Lebensmittel vom Schwein: 45,8%). Zum Auftreten von
Salmonella Enteritidis betonen die Autoren, dass es deutlich haufiger zu einem
Nachweis aus Lebensmitteln vom Schwein als aus dem Schwein selber kam. Die
Begrindung dafur sehen DORN et al. (2004) in einer moglichen Kontamination bei
Verarbeitungsprozessen. Vorherrschender Phagentyp fiir Salmonella Enteritidis war
PT4.

Als weitere Besonderheit stellen die Autoren heraus, dass Salmonella Typhimurium
U302 im Gegensatz zum haufigen Auftreten in den USA oder dem UK seit 1997 nur

insgesamt 13 mal isoliert werden konnte.

Aus dem Zoonosenbericht der EU fir das Jahr 2003 gehen regionale Unterschiede
bei der Serovar-Verteilung in den unterschiedlichen Mitgliedstaaten hervor. Die
prozentuale Verteilung der héaufigsten Serovaren in Schweinen in einigen
europaischen Landern (Isolate von Importtieren wurden ausgeschlossen) ist der
Tabelle 2.4 zu entnehmen. Die Daten sind in der Quelle als Auszug angegeben. So

lasst sich fur die einzelnen Lander nicht erkennen, durch welche Serovaren sich die
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restlichen (bis zu 100% fehlenden) Anteile generieren und wie sich die Streuung der
Serovaren in den einzelnen Landern gestaltet.

Die europaweite Dominanz von S. Typhimurium wird jedoch deutlich.

Tabelle 2.4: Vorkommen der haufigsten Salmonella-Serovaren in Schweinen aus
ausgewahlten europaischen Landern (gerundet, Auszug) in Prozent
(nach EU 2003)

Deutschland | Ddnemark | Frankreich | Niederlande | Italien
S. Typhimurium 68 70 25,3 55,4 18,1
S. Derby 2,3 14,8 0 7,9 7,6
S. Gruppe B
(O-Form) 9.2 ) 0 ]
S. Goldcoast 0 - 0 6,1 1,5
S. Livingstone 0,6 - 0 7,5 2,5
S. Panama 0,2 - 0 1 -
S. Dublin - - 28,1 0 -
S. Infantis 0,65 438 0 1,4 0,5
S. Brandenburg 0,2 0,3 0 4,3 -

Ebenso wie bei den Schweinen dominiert auch in Schweinefleisch nahezu
europaweit S. Typhimurium, gefolgt von S. Derby (EU 2003). In Frankreich ist, als
einziges europaisches Land, ist zudem S. Dublin stark vertreten. S. Infantis hat eine
besondere Bedeutung in Danemark, wo sie als dritthaufigste Serovar dokumentiert

wurde.

Insgesamt werden als die EU-weit am haufigsten isolierten Serovaren S.
Typhimurium, S. Derby, S. Gruppe B (O-Form), S. Goldcoast und S. Livingstone
aufgefuhrt (EU 2003).

2.3 Salmonellen beim Schwein

Salmonella ist auch fur Schweine pathogen. LINTON (1979) sowie STEINBACH und
KROELL (1999) unterscheiden wirtsadaptierte Salmonellen von nicht wirts-
adaptierten Salmonellen. Wirtsadaptiert meint, dass Salmonella nicht nur mit dem

Wirt assoziiert ist, sondern dort zudem eine generalisierte Erkrankung hervorrufen
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kann (BOCKEMUHL 1997). Wirtsadaptierte Krankheitserreger zeigen bei der
Spezies, an die sie adaptiert sind, eine héhere Virulenz als bei anderen Spezies
(BAIRD-PARKER 1990).

Tabelle 2.5: Einteilung von Salmonellen nach Wirtsspezifitat und Pathogenitat
(JAY 1996)

Salmonellen, die nur Menschen
infizieren (wirtsspezifisch Mensch) | S- Typhi, S. Paratyphi A und B.

Gefligel :  S. Gallinarum
Humanpathogene wirtsadaptierte |Rind : S. Dublin
Salmonellen Pferd : S. Abortus-equi

Schwein : S. Choleraesuis

die meisten Lebensmittel kontaminierenden
Human- und tierpathogene, nicht |Salmonellen,
wirtsadaptierte Salmonellen z.B. S. Enteritidis, S. Infantis, S. Agona, S.

Typhimurium

Als bedeutendste nicht adaptierte Serovar fir Schweine wird Salmonella
Typhimurium genannt (LINTON 1979; STEINBACH und KROELL 1999). Bereits
Anfang der 70er Jahre konnte dies in dem umféanglich angelegten ,Walcheren-
Projekt® gezeigt werden (EDEL et al. 1976; EDEL und KAMPELMACHER 1976;
EDEL et al. 1978) und ist bis heute immer wieder belegt worden (Mc COUGHEY et
al. 1973; DE WIT und KAMPELMACHER 1981; BAGGESEN et al. 1996; RKI und
BgVV 1997; WIELER und BAUERFEIND 1999; BgVV 2001). Eine Einteilung der

Salmonellen nach der Wirtsspezifitat ist der Tabelle 2.5 zu entnehmen.

Die Infektion mit Salmonella Choleraesuis als wirtsadaptierte Serovar erfolgt am
haufigsten bei 8 - 16 Wochen alten Ferkeln und tritt insgesamt bei Schweinen eher
gelegentlich auf. Eine Infektion fuhrt zur akuten Erkrankung in Form einer Septikadmie
mit Milz- und Lymphknotenschwellungen, hamorrhagischer Gastroenteritis mit
Durchfallen und generalisierten Blutungen. Es kommt 2zu zyanotischen
Hautveranderungen, Pneumonie, Encephalitis und Meningitis. Die Tiere sind meist
hochgradig abgeschlagen und appetitios. Es treten plétzliche Todesfalle auf
(PLONAIT und BICKHARDT 1988; SCHMITTEN 1989; DEDIE et al. 1993;
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STEINBACH und KROELL 1999; BURGSTALLER et al. 1999). Die Morbiditat liegt
bei 50 - 80% und die Mortalitat bei 5-10 (manchmal 70) % (STEINBACH und
KROELL 1999). Vorwiegend verlauft die Erkrankung jedoch subklinisch bzw.
asymptomatisch und protrahiert ohne pathologisch-anatomischen Befund (DEDIE et
al. 1993; STEINBACH und KROELL 1999).

Bei einer Infektion von Schweinen mit nicht wirtsadaptierten Salmonellen,
vorwiegend Salmonella Typhimurium, zeigen die Tiere eher einen chronischen
Krankheitsverlauf. Als typisches Erscheinungsbild gelten zeitweise Temperatur-
erhdhung, chronischer (bel riechender und flissiger Durchfall sowie protrahierte
Enterocolitis. Es kann zur Abmagerung und zum Tod der Tiere durch Erschépfung
kommen (PLONAIT und BICKHARDT 1988; SCHMITTEN 1989; STEINBACH und
KROELL 1999). Eine Septikdmie ist méglich, aber auch bei einer Infektion der
Schweine mit nicht wirtsadaptierten Salmonellen verlauft die Krankheit meist
asymptomatisch (LINTON 1979; STEINBACH und KROELL 1999). Infektionsdosen
von 10° bis 10° Keimen fihren zu einer vorubergehenden Haftung im Darm und
Ausscheidung, erst hhere Dosen von 107 bis 10° Keimen fiihren zu Erkrankung und
Dauerausscheidung (DEDIE et al. 1993). Zudem missen nach SCHMITTEN (1989)
Jresistenzvermindernde Faktoren® wie Haltungs- und Futterungsfehler sowie
zusatzliche Belastungen (z.B. Untererndhrung) vorliegen, damit der Infektion der

Tiere auch eine Erkrankung folgt.

Die Infektion von Schweinen mit Salmonellen lauft in drei Stufen ab: zunachst die
Besiedlung des Darmes und Adhasion der Erreger an die Darmwand, dann das
Eindringen der Salmonellen in die Darmwand und schlieBlich die Wanderung zu den
Gekrése-Lymphknoten und anderen Organen (BERENDS et al. 1996).

2.31 Pravalenz von Salmonellen beim Schwein

Das Vorkommen von Salmonellen bei Schlachtschweinen wird in Deutschland auf
verschiedene Art erfasst. Bei der Schlachttier- und Fleischuntersuchung, der jedes
zu schlachtende Schwein zwingend unterzogen wird, ist die Salmonellose eines der
Untauglichkeitskriterien (FIHV Anlage 1, Kap. | V). Zudem kann der
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Salmonellenstatus von Schlachtschweinen im Rahmen freiwilliger Uberwachungs-
und Qualitatssysteme, wie beispielsweise des QS-Systems, erfasst werden
(http://Iwww.g-s.info).

Urspringlich basierend auf der Zoonose-Richtlinie 92/117/EWG (heute ersetzt durch
die Richtlinie 2003/99/EG des Europaischen Parlaments und des Rates), erfolgt
jahrlich eine bundesweite Erhebung von Zoonose-Daten durch das Nationale
Referenzlabor fir die Epidemiologie der Zoonose im BfR (NRL-E) in
Zusammenarbeit mit dem Bundesministerium fur Verbraucherschutz, Erndhrung und
Landwirtschaft (BMVEL). Hierbei Ubermittein die Landesbehérden bzw.
stellvertretenden Fachlaboratorien der einzelnen Bundeslander entsprechende Daten
an das NRL-E. Diese Daten zu Tieren werden dort analysiert und veréffentlicht. Die

Ergebnisse aus dem Jahr 2001 sind in den Tabellen 2.6 und 2.7 dargestellt.

Tabelle 2.6: Salmonella-Nachweise bei Schweinen (Herden/Gehdéfte) in
Deutschland im Jahr 2001 (HARTUNG 2001)

1) Herden/ ... | Salmonella positiv
Herkunft Gehéfte? Salmonella positiv [%]
Schweine gesamt
bakteriologisch 1430 104 7,27
(BW, MV, NI, NW, RP,

SN, ST)

Schweine gesamt

immunologisch 7 3

(MV)

Zuchtschweine 240 4 1,67

(BW, NI, ST, NW)

Mastschweine 487 15 3,08

(BW, NI, ST, NW)

1) Die einzelnen Datensatze sind jeweils unterschiedlicher Herkunft. Die Daten liefernden

Bundeslénder sind jeweils mit ihren L&nderkirzeln (siehe auch Abklrzungsverzeichnis)
aufgeftihrt. Auf die Erlauterung ihrer Untersuchungsmethodik der einzelnen Bundeslander
wurde in dieser Darstellung verzichtet.

2) Alle Herden-, Gehoft- oder Betriebseinheiten-Bezlige werden in der Ursprungsstatistik von
dessen Verfasser pauschal unter ,Herden/Gehéfte* zusammengefasst.

Dem Bericht iiber die epidemiologische Situation der Zoonosen in Deutschland fiir
2001 (HARTUNG 2001) (vergl. Tabelle 2.6) ist zu entnehmen, dass bei der
Untersuchung von Schweinebestanden auf Salmonella mit kulturellen Methoden eine
Belastung von 7,27% nachweisbar war. Zuchtschweinbestande waren zu 1,67% mit

Salmonellen belastet und Mastschweinbestdnde zu 3,08%. Bei serologischen
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Untersuchungen in Mecklenburg-Vorpommern waren 3 von 7 untersuchten

Herden/Gehdéfte Salmonella-positiv.

Die im gleichen Rahmen erfolgte Untersuchung von Einzeltieren (vergl. Tabelle 2.7)
durch die Autoren ergab eine Salmonella-Belastung von 4,34%. Die ausschlieBlich
aus Mecklenburg-Vorpommern stammenden Ergebnisse aus serologischen
Untersuchungen von Einzeltieren zeigten eine Salmonellen-Belastung von 13,44%.
Bei Einzeltier-Untersuchungen von Zuchtschweinen waren 1,97% der untersuchten

Proben Salmonella-positiv, bei Mastschweinen 3,1% der Untersuchungen.

Tabelle 2.7: Salmonella-Nachweise bei Schweinen (Einzeltiere) in Deutschland im
Jahr 2001 (HARTUNG 2001)

Herkunft" Einzeltiere Salmonella positiv Salmon[eoz"]:r positiv
Schweine gesamt

bakteriologisch

(BE B, By HB HE 14467 628 4,34

HH, MV, NI, NW, RP,

SH, SL, SN, ST)

Schweine gesamt

immunologisch 186 25 13,44

(MV)

Zuchtschweine 763 15 1,97

(BW, NI, ST, NW)

Mastschweine 1356 42 3,10

(BW, NI, ST, NW)

K Die Daten liefernden Bundeslander sind jeweils mit ihren L&nderkirzeln (siehe auch

Abkurzungsverzeichnis) aufgefuhrt. Auf die Erlauterung ihrer Untersuchungsmethodik der
einzelne Bundeslander wurde in dieser Darstellung verzichtet.

Die Autoren sehen bei einem Vergleich mit Zahlen aus dem Vorjahr einen positiven
Trend, der auf eine mégliche Reduzierung der Salmonellosen beim Mastschwein und

ein vermindertes Auftreten von Salmonellen in Schweinefleisch hinweist.

FEHLHABER et al. (1996) untersuchten im Rahmen von sechs Studien (1992-1996,
drei Schlachthéfe) 4.244 klinisch gesunde, tauglich beurteilte Schweine auf das
Vorkommen von Salmonellen. Die Ergebnisse fur die Tiere deutscher Herkunft sind
in Tabelle 2.8 aufgefuhrt. Die Autoren konnten zudem grof3e Schwankungen der

Salmonella-Nachweisquote zwischen den verschiedenen Herkunftsbetrieben bei

22




Literatur

einer herkunftsbezogenen Auswertung der Daten feststellen. Bei der Untersuchung
aus beispielsweise den Jahren 1992/1993 stammten die Tiere aus 26 verschiedenen
Herkunftsbetrieben. Je nach Betrieb (es wurde 7 Betriebe untersucht) schwankten
die durchschnittichen Nachweisraten zwischen 0% und 65,2% (Daten hier nicht
gezeigt) (FEHLHABER et al. 1996).

Tabelle 2.8: Salmonella-Vorkommen bei tauglich beurteilten Schweinen in
Deutschland (FEHLHABER et al. 1996)

Untersuchungs-| Probenanzahl Probenart Salmonella-
jahr [n] insgesamt Nachweise [%]
Fazes 1,3
1992/93 1.836 Mesenterial-Lymphknoten 0,3
Leber 0,2
1993/95 800 Muskeloberflache 0,5
Fazes 0
Mesenterial-Lymphknoten 1,7
1995/96 120
Leber 0,8
Bauchhoéhlentupfer 0
Leber 0,9
1996 900
Bauchhoéhlentupfer 0,4

GAREIS et al. fuhrten 1996 eine Pilotstudie zu mdglichen Eintrags- und
Kontaminationsquellen von Salmonellen in der Produktionslinie von Schweinefleisch
durch. Es wurden insgesamt 5093 Proben (Fazes, Darmlymphknoten, Fleisch,
Stuhlproben von Mitarbeitern und anderes Material) aus funf verschiedenen
Betrieben untersucht. Auch diese Autoren berichten von sehr unterschiedlichen
Salmonella-Raten in den einzelnen Herkunftsbetrieben. So waren in einem der
untersuchten Betriebe Uber 70% der Proben Salmonella positiv. Insgesamt konnten
aus 6,98% der zur Untersuchung vorliegenden Fazes-Proben und aus 2,98% der

Lymphknoten Salmonellen nachgewiesen werden (GAREIS et al. 1996).

KAESBOHRER et al. (2000) untersuchten in einer epidemiologischen Studie Fazes,

Darmlymphknoten und Oberflachenproben von insgesamt 11.942 Schlacht-
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schweinen auf Salmonella. Die Ergebnisse zeigen eine geschéatzte durchschnittliche
Salmonella-Pravalenz beim Schlachtschwein von 6,2%, mit vom Schlachthof
abhangigen Schwankungen zwischen 1,9 und 12%. Aus 3,7% der Fazes-Proben und
3,3% der Lymphknoten wurden Salmonellen nachgewiesen. Die Oberflachentupfer-
proben waren zu 4,7% mit Salmonella kontaminert (KAESBOHRER et al. 2000).

Im Rahmen des europaischen Projektes "SALINPORK" wurden europaweit durch
Universitdten und Untersuchungseinrichtungen Pravalenzdaten aus den unter-
schiedlichen Stufen der Schweinefleischproduktion erhoben und ausgewertet. An
diesem Projekt waren Danemark, Griechenland, GroRbritannien, die Niederlande,
Schweden und auch Deutschland beteiligt.

VON ALTROCK et al. (2000) haben fur die deutsche Beteiligung an SALINPORK
Daten aus serologischen Untersuchungen in Schleswig-Holstein ermittelt. In 2.947
Proben aus 60 Mastschweinherden wurde mit dem Dé&nischen Mix-ELISA eine
Salmonella-Seropravalenz von 7,3% nachgewiesen. 28,3% der Mastschweinherden
waren Salmonella-positiv. Die Untersuchung von 797 Zuchtsauen aus 20
Zuchtbetrieben ergab eine Salmonella-Seropravalenz von 9,2%. Bei den Zucht-
sauenherden lag die Salmonella-Seropravalenz bei 50%. In 20 Ferkelproduktions-
betrieben lag die Seropravalenz der 399 untersuchten Sauen bei 4,5%. Die
untersuchten Ferkelherden waren zu 15% serologisch Salmonella-positiv (VON
ALTROCK et al. 2000, VON ALTROCK 2001). In einer weiteren Arbeit erfolgte die
kulturelle Untersuchung von Oberflachentupferproben. Hierbei wurden bei 1% der
Proben von den Tierkdrperoberflachen Salmonellen nachgewiesen. Tupferproben
von Lebern waren zu 2,7% Salmonella-positiv. Bei 5,3% der untersuchten
Tupferproben von Zungen konnten ebenfalls Salmonellen nachgewiesen werden
(VON ALTROCK et al. 1999).

Die Pravalenz von Salmonellen in Schweinen ist auch in weiteren Studien haufig
Gegenstand der Untersuchung. Die Tabellen 2.9 bis 2.11 zeigen ausgewahlte Daten
zum weltweiten Salmonella-Vorkommen beim Schwein (Einzeltier-Untersuchungen)
aus verschiedenen Landern, jeweils zusammengestellt nach den gemeinsamen
Probenmaterialien (Fazes, Mesenterial-Lymphknoten) und diversen Probenahme-
Lokalisationen. Daten zur Salmonella-Pravalenz in Herden sind, unabhangig vom

Untersuchungsmaterial, in Tabelle 2.12 zusammengefasst.
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Tabelle 2.9: Zusammenstellung von Daten zum Salmonella-Vorkommen in Fézes
beim Schwein (Einzeltiere)

Land

Salmonella-
Nachweise [%)]

Quelle

Grolbritannien 300 1,3 MCCAUGHEY et al. 1973
Ungarn 200 48 JAYARAO et al. 1989
Indien 100 10 DAS et al. 1990

Danemark 687 9,8 HOLST 1993
Deutschland 167 26,9 FEHLHABER et al. 1996
Deutschland 419 10,9 FEHLHABER et al. 1996

Danemark 13.468 6,2 BAGGESEN et al. 1996

USA 2.288 24,6 DAVIES et al. 1997
Deutschland 1.187 5,05 ROTHENEDER et al. 1997
USA 595 36,3 HARVEY et al. 1999
USA 1.200 2,58 BARBER et al. 1999
Canada 1.420 5,2 (4,0-6,4) LETELLIER et al.1999
Griechenland 99 15,2 LIMPITAKIS et al.1999
300 22,0
GroRbritannien ggg 271’ ’15 DAVIES et al. 1999
2.205 11,6
Belgien 237 6,3 BOTTELDOORN et al. 2001
Grof3britannien 2.509 23 DAVIES et al. 2001
Griechenland 340 1,2 LEONTIDES et al.2001
Kanada 602 35 SORENSEN et al. 2001
Brasilen 300 18,3 BESSA et al. 2001
Korea (Republik) 699 53 JUNG et al. 2001
97 1,0
94 1,1
USA gg 4?4 HURD et al. 2002
98 2,0
98 0
USA 4.024 2,1 BARBER et al. 2002
Japan 267 17,6 ASAI et al. 2001
Frankreich 256 11,6 BELOEIL et al. 2003
Belgien ;gg 2:; KORSAK et al. 2003
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Tabelle 2.10: Zusammenstellung von Daten zum Salmonella-Vorkommen in
Mesenterial-Lymphknoten beim Schwein (Einzeltiere)

Salmonella-
Land n Nachweise [%] Quelle
1 HORMAECHE und
- 52 42,3 SALSAMENDI 1936
- 1000 3,8 SCOTT 1940
- 500 12 SMITH 1959
Grof3britannien 300° 6 MCCAUGHNEY et al. 1973
Trinidad, Tobago 869 18,4 CAZABON et al. 1978
Australien 90° 17,8 MOO et al. 1980
Deutschland 167 1,8 FEHLHABER et al. 1996
Deutschland 419 7,2 FEHLHABER et al. 1996
Schweiz 572° 0,9 OFFERMANN et al. 1998
USA 595 455 HARVEY et al. 1999
USA 3442 3,69 CARLSON und BLAHA 1999
Griechenland 121 20,7 LIMPITAKIS et al. 1999
USA 2442 2,8 WEIGEL et al. 1999
Brasilien 300 17,6 BESSA et al. 2001
Korea (Republik) 784 17,9 JUNG et al. 2001

" Pool von 1000 Tieren

% jleo-caecal-Lyphknoten

3 je ein jejunaler und caecaler Lymphknoten bei 45 Tieren
*in Kombination mit 572 Tonsillen

Tabelle 2.11: Zusammenstellung von Daten zum Salmonella-\VVorkommen in diversen
Probenahme-Lokalisationen beim Schwein (Einzeltiere)

Salmonella
Proben- .
Land . n Nachweise |Quelle
Material o
[%]
Oberflachen-Tupfer T 233
USA und Abklatsch, 221 e CARPENTER et al. 1973
; 1 A: 17,9
Schinken nahe Anus
USA Galle 500 0 T&%TW'G und JONES
Deutschland Leber 167 1,2 FEHLHABER et al. 1996
Deutschland Leber 419 15,5 FEHLHABER et al. 1996
Bauchhéhlentupfer 419 2,1 '
Grof3britannien Rektalabstrich 2.509 5,3 DAVIES et al. 2001
Schweden Leber 12 0 THORBERG und
Lunge 12 0 ENGVALL 2001
Niederlande Tonsillen 1114 19,6 Sg\éﬁ‘NENBURG etal
Italien Tonsillen 150 53 BONARDI et al. 2003

"nach Kihlung
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Tabelle 2.12: Zusammenstellung von Daten zum Salmonella-Vorkommen in

Schweineherden
. Proben- Salmonella
Land Probenmaterial umfang Nachweise [%] | Quelle
Dénemark Fiizes 687;je 1,5 118 HOLST 1993
pro Herde
Dénemark Fazes 1363 222 ?QAQ%GESEN etal
USA Fazes 29 83 DAVIES et al. 1997
. 570 Proben
Schweiz Mesenterial- aus 114 35 OFFERMANN et al.
Lymphknoten 1998
Herden
Kanada Fazes 223 26,2 LETELLIER et al.
1999
7608
Niederlande Fazes 317 von 23 VAN DER WOLF
1500 der Herden et al. 1999
Herden
. . 1.580; 10,1
Niederlande Fazes 29 Herden der Herden STEGE et al. 2000
Schweiz Fazes 17 5,8 REGULA et al. 2001
366 Herden 114
) . 205 Herden ’ CHRISTENSEN et al.
Danemark Fazes 16,7
1962 2002
11,7
Herden
Irland Fazes 59 51 ROWE et al. 2003
2.3.2 Salmonellen auf Oberflachen in der Fleischgewinnung beim

Schwein

Mit fortschreitender Bearbeitung im Fleischgewinnungsprozess steigt das Ausmal}
der Kontakte zwischen Tierkdrperoberflache und den Oberflachen der verwendeten
Gerate. Mit den Tieren in den Schlachtprozess eingetragene (pathogene und nicht
pathogene) Mikroorganismen kénnen so auf die Oberflaichen der Geréate gelangen.
Dieses Auftreten von Salmonellen auf Gerateoberflachen? der Fleischgewinnungs-

linie ist in der Literatur vielfaltig belegt.

KAMPELMACHER et al. (1961) untersuchten in einer Fleischgewinnungslinie beim

Schwein 502 Messer, die bei der Fleischuntersuchung zum Anschneiden der

* Unter dem Begriff Gerateoberflachen werden hier alle Oberflachen verstanden, die bei der
Fleischgewinnung mit dem Tierkérper in Bertihrung kommen. Demnach sind auch Handflachen bzw.
die Handschuhe der Schlachthofmitarbeiter mit eingeschlossen.
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Lymphknoten verwendet wurden. Auf 25 Messern (5%) konnten Salmonellen

verschiedener Serovaren nachgewiesen werden.

DE WIT und KAMPELMACHER untersuchten 1981 bei 20 Mitarbeitern einer
Fleischgewinnungslinie fir Schweine die Handflachen auf das Vorhandensein von
Salmonellen und anderen (pathogenen) Mikroorganismen. Salmonella konnte auf
30% der Handflachen nachgewiesen werden. Die Anzahl der Salmonellen war meist
auf beiden Handflachen gleich hoch. Bei einer weiteren Untersuchung im Jahr 1982
gelang denselben Autoren wiederholt der Nachweis von Salmonellen auf Hand-
flachen von (Schweine-) Schlachthof-Mitarbeitern. Die untersuchten Hand-flachen
waren zu 36% mit Salmonellen kontaminiert (DE WIT und KAMPELMACHER 1982).

Oberflachenproben von u.a. Handflachen und Schiirzen der Mitarbeiter eines
Schlachthofes waren Gegenstand der Untersuchungen von NORTJE et al. (1991).

Salmonellen wurden nicht nachgewiesen.

VAN DER PALEN et al. (1992) untersuchten zwei Poliermaschinen in
Fleischgewinnungslinien beim Schwein. Bei einer der Maschinen waren 50% der
Proben Salmonella-positiv, bei der anderen konnte bei 10% der Proben Salmonella

nachgewiesen werden.

Im Rahmen einer Pilotstudie zum Eintrag von Salmonellen in die
Fleischgewinnungslinie beim Schwein untersuchten GAREIS et al. (1996) die
Einweghandschuhe von Schlachthofmitarbeitern in funf verschiedenen Betrieben. In
10,6% der etwa 270 (eine exakte Angabe erfolgte nicht) Proben konnten

Salmonellen nachgewiesen werden.

Die Wand seitlich des Eingangs einer Entborstungsanlage war Gegenstand der
Untersuchungen von VON ALTROCK et al. (1999). Die Autoren konnten bei einer
der 90 Proben Salmonellen auf der Oberflache nachweisen.

Bei 90 untersuchten Sageblattern konnten VON ALTROCK et al. (1999) aus 6,7%
der Proben Salmonellen isolieren.

Dieselben Autoren untersuchten bei 150 Proben das Vorkommen von Salmonella auf

den Handflachen der Arbeiter an den Positionen Afterausschnitt, Eviszeration,
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Entfernung der Tonsillen und Fleischuntersuchung. Lediglich in einem Fall (0,7%),

bei der Entfernung der Tonsillen, wurden Salmonellen nachgewiesen.

Im Rahmen des Projektes SALINPORK wurden 12 Schlachthéfe in funf
Mitgliedstaaten der EU untersucht (HALD et al. 1999). Gegenstande der
Untersuchungen waren jeweils die Beprobung der Tierkérper und Organe sowie
Umfeldproben (Abwasser, Brihtank, Tupferproben von Geratschaften, Handflachen
der Mitarbeiter). In finf der untersuchten Schlachthéfe wurden keine Salmonellen
nachgewiesen. In den sieben (brigen Schlachthéfen lag die durchschnittliche
Belastung der Umfeldproben (n=3235) bei 11,7% (6,3 - 25,9%). Eine eindeutige
Darstellung der Salmonellen-Belastung einzelner Probenmaterialien ist der
Veréffentlichung nicht zu entnehmen. In zwei Schlachthéfen konnte das
Vorhandensein einer Hausflora aufgezeigt werden. In einem Schlachthof wurde
Salmonella Ohio eindeutig mit der Entborstungsanlage assoziiert. Salmonella Infantis
als ,Haus-Stamm®“ wurde in einem anderen Schlachthof von der Sage bei der

Tierkdrperspaltung isoliert.

LIMPITAKIS et al. (1999) untersuchten die durchschnittliche Salmonellen-Belastung
der in der Fleischgewinnungslinie (Schwein) verwendeten Messer. Vor Beginn des
Schlachtprozesses wurden auf 3,6% (n=111) und nach Beendigung der Schicht bei
2,8% (n=176) der Messer Salmonellen nachgewiesen. Die Autoren weisen jedoch
darauf hin, dass mit funf positiven Salmonella-Nachweisen nach Schichtende im
Vergleich zu vier positiven Nachweisen vor Schlachtbeginn die absolute Zahl der
Nachweise zum Ende des Arbeitstages erhdht war. Salmonella-positive Messer-
proben hauften sich in den warmeren Monaten von Mai bis Oktober.

Die Salmonellen-Belastung auf den Handflachen der Schlachthofmitarbeiter war
ebenfalls Gegenstand der Untersuchungen von LIMPITAKIS et al. (1999). Die
Autoren zeigen, dass bereits vor Schlachtbeginn bei 111 untersuchten Handflachen
2,7% der Proben mit Salmonella verunreinigt waren. Mit 12 von 176 Proben waren
nach Schichtende 6,8% der beprobten Handflachen mit Salmonella kontaminiert.
Auch fir die Handflachen war eine Haufung positiver Salmonellen-Nachweise in den
warmen Sommermonaten zu verzeichnen. Die Autoren nehmen an, dass

Salmonellen, die vor der Schlachtung nachweisbar waren, beim Anziehen
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offensichtlich ungeniigend gereinigter Schuhe auf die Handflachen gelangt sind
(LIMPITAKIS et al. 1999).

RHEAULT und QUESSY (1999) untersuchten diverse Umfeldproben in zwei
Schlachthéfen vor (n=90) und wahrend (n=454) des Schlachtverlaufes. Insgesamt
lag die Salmonellenbelastung wahrend der Schlachtung bei 4,0% (2,6 - 6,2%). Die
untersuchten Schiirzen waren zu 10,2% (vier von 39 Proben) mit Salmonellen
verunreinigt. Auf vier von 79 Handschuhen (5,1%) wurden ebenso Salmonellen
nachgewiesen wie auf funf von 33 Tabletts (15,2%). Proben von Abfluss, Boden,
Schaufeln und Innereienschalen waren ebenfalls mit Salmonellen kontaminiert. Von
anderen Probenahmepositionen, wie beispielsweise Messern, Haken, Sageblattern

oder anderen Arbeitsflachen konnten keine Salmonellen isoliert werden.

In zwei Fallstudien aus Schlachthéfen in Danemark zeigten SOERENSEN et al.
(1999), dass Bandsage sowie Entborstungsanlage und Poliermaschine als Quelle fur
eine kontinuierliche Kontamination des Schweinefleisches mit Salmonella Infantis

ausgemacht werden konnten.

SWANENBURG et al. (2001) untersuchten in zwei Schlachthéfen neben Tierkérpern
und Organproben insgesamt 477 Umfeldproben auf das Vorhandensein von
Salmonellen. Von den untersuchten Proben bei der Tierkérperspaltung waren 22%
mit Salmonellen kontaminiert. Auf 2% der Proben von den Poliermaschinen waren

ebenso Salmonellen nachweisbar wie auf 5% der untersuchten Hande.

Von THORBERG und ENGVALL (2001) wurden in einer Fleischgewinnungslinie fur
Schwein die Poliermaschine (n=149), die Spaltsdge (n=145) sowie die Hande beim
Lésen des Rectums (n=117), Eviszeration (n=114), Entfernung des Geschlinges
(n=115) sowie bei der Fleischuntersuchung (n=111) untersucht. An keiner der

genannten Positionen konnten Salmonellen nachgewiesen werden.
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24 Typisierungsverfahren fiir Salmonella spp.

Als Typisierungsverfahren werden Untersuchungsverfahren bezeichnet, die
Bakterien Uber die Spezies-Ebene hinaus differenzieren kénnen (OLSEN et al. 1993;
LIEBISCH und SCHWARZ 1996).

Voraussetzung bildet die Annahme, dass epidemiologisch verwandte Isolate einen
identischen klonalen Ursprung haben und somit Uber Merkmale verfugen, die
epidemiologisch nicht verwandte Stamme nicht aufweisen (MASLOW et al. 1993;
AMMON et al. 2001).

Bei Salmonellen, wie auch bei anderen pathogenen Mikroorganismen, ist eine
zweifelsfreie und eindeutige Identifizierung des Erregers nicht nur fur die Wahl der
adaquaten Behandlung unerlasslich, sondern insbesondere fiir epidemiologische
Betrachtungen eine wichtige Grundlage.

Wesentliche Kriterien fur die Wahl eines geeigneten Typisierungsverfahrens sind die
Typisierbarkeit der zu untersuchenden Mikroorganismen mit der gewahlten Methode,
die Reproduzierbarkeit der Methode sowie deren Diskriminierungsfahigkeit
(HUNTER 1990; OLSEN et al 1993; LIEBISCH und SCHWARZ 1996; STRUELENS
1998; AMMON et al. 2001).

Als Typisierbarkeit beschreibt das ROBERT-KOCH-INSTITUT (2001) die ,Fahigkeit
eines Systems, eindeutige Ergebnisse fir jedes Isolat zu erbringen®. Ist ein Mikro-
organismus mit einer Untersuchungsmethode typisierbar, so ist ein klares, positives
Resultat zu erwarten. Bei nicht typisierbaren Stammen erhélt man kein bzw. kein
interpretierbares Ergebnis (OLSEN et al. 1993; SIEGRIST et al. 1995; STRUELENS
1998; AMMON et al. 2001).

Unter Reproduzierbarkeit versteht man, dass es bei der Wiederholung der
Untersuchung eines Isolates mit der zu beurteilenden Methode zu exakt gleichen
Resultaten kommt (AMMON et al. 2001; STRUELENS 1998). Diese
Leistungsfahigkeit einer Methode kann von der in vivo- und in vitro-Stabilitat
bakterieller Merkmale beeinflusst werden (OLSEN et al. 1993; SIEGRIST et al. 1995;
OLIVE und BEAN 1999).

Im Kontext der Reproduzierbarkeit ist auch die Standardisierbarkeit als Aus-
wahlkriterium fir eine Untersuchungsmethode zu nennen (SIEGRIST et al. 1995).
Die Diskriminierungsféhigkeit (auch: Diskriminationsféhigkeit oder diskriminatorische

Féahigkeit) bezeichnet die Fahigkeit einer Methode, nicht verwandte

31



Literatur

Mikroorganismen-Stdmme als solche voneinander abgrenzen zu kénnen
(STRUELENS 1998; HUNTER und GASTON 1998; AMMON et al. 2001).

Die Diskriminierungsféhigkeit wird, zurickgehend auf den ,SIMPSON’S-Index of
Diversity“, mit dem D-Index beziffert, der ausdrickt, mit welcher Wahrscheinlichkeit
zwei zufallig aus einer Spezies-Population ausgewahlte und nicht verwandte Isolate
durch eine Untersuchungsmethode unterschiedlichen Stammen zugeordnet werden
(HUNTER und GASTON 1998). Der D-Index wird ausgedriickt als eine Zahl
zwischen 0 und 1, wobei eine 100%ige Diskriminierungsfahigkeit dem Wert 1 ent-
spricht und eine véllig fehlende Diskriminierungsfahigkeit dem Wert 0. Der D-Index
als Mal fur die Diskriminierungsfahigkeit kann sowohl fiir einzelne Typisierungs-
methoden eingesetzt werden als auch fiur die Bewertung des kombinierten Einsatzes
mehrerer Methoden (HUNTER 1990; HUNTER und GASTON 1998).

Weitere Kriterien fur die Auswahl einer Typisierungsmethode sind Wirtschaftlichkeit
(Zeit-, Personal- und Kostenaufwand) sowie die Anwendbarkeit bei méglichst vielen
Mikroorganismen (SIEGRIST et al. 1995; STRUELENS 1998; AMMON et al. 2001).
Diese Eigenschaften gehen nicht zwingend mit der Aussagekraft einer
Untersuchungsmethode einher.

Grundsatzlich unterscheidet man bei der Untersuchung von Salmonellen zwei
Ubergeordnete Kategorien von Typisierungsverfahren. Bei phanotypischen Unter-
suchungen werden die von den Bakterien exprimierten Eigenschaften (z.B. morpho-
logische oder biochemische) erfasst. Genotypische Untersuchungsmethoden stellen
die Eigenschaften der chromosomalen und extrachromosomalen DNA dar. Hierbei
wird auf molekularbiologische Typisierungsverfahren zurtickgegriffen (SIEGRIST et
al. 1995; LIEBISCH und SCHWARZ 1996).

Zur Typisierung von Salmonellen verwendete molekularbiologische (genotypische)
Methoden werden im wissenschaftlichen Schrifttum in einer Reihe von Ubersichts-
referaten und Reviews eingehend erlautert und gegeneinander abgewogen
(THRELFALL und FROST 1990; OLSEN et al. 1993; LIEBEISCH und SCHWARZ
1996; OLIVE und BEAN 1999; LIEBANA 2002).

THRELFALL und FROST (1990) widmen sich beispielsweise der (vorwiegend
genotypischen) Charakterisierung von Salmonellen unter labortechnischen Aspekten
und Aspekten der Anwendbarkeit bei epidemiologischen Fragestellungen. Neben

den in Kapitel 2.4.1 dieser Arbeit genannten phanotypischen Methoden wurden dort
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unter den Oberbegriffen Plasmid-Profilanalyse, Plasmid-Fingerprinting sowie
chromosomales  Fingerprinting  genotypische  Untersuchungsmethoden  fir
Salmonellen behandelt.

Auch OLSEN et. al. (1993) stellen eine Reihe von phanotypischen und geno-
typischen Typisierungsmethoden vor und diskutierten deren Anwendbarkeit bei der
Untersuchung von Salmonellen. Die hier genannten genotypischen Verfahren
werden zusammengefasst in den Kategorien Plasmidprofilanalyse, Erfassung und
Schnitt des gesamten Genoms (z.B. RAPD® RFLP* PFGE® sowie
Typisierungsverfahren, die auf der Anwendung der PCR® basieren.

Eine Reihe von genotypischen Untersuchungsmethoden wird auch von LIEBISCH
und SCHWARZ (1996) in einem Ubersichtsreferat vorgestellt. Hinsichtlich der
Anwendbarkeit bei der Typisierung von Salmonellen werden die Plasmidanalyse,
Gensondenhybridisierungstechniken wie Ribotyping und 1S200"-Typing sowie die
Makrorestriktionsanalyse ausfihrlich erlautert und diskutiert.

OLIVE und BEAN haben im Jahr 1999 Prinzipien und Anwendung von DNA-
basierten Typisierungsmethoden fir Mikroorganismen ausfihrlich erlautert. Neben
der PFGE werden das Southern-Blotting und RFLP-Methoden, PCR-basierende
lokusspezifische Verfahren (RFLP) sowie RAPD, Rep PCR®, CFLP®, AFLP' und die
DNA-Sequenzierung naher beleuchtet.

Bei LIEBANA (2002) wird grundsatzlich unterschieden zwischen molekularen
Methoden, der Plasmidanalyse und chromosomalen Fingerprintingmethoden, die a)
Langenpolymorphismen der DNA untersuchen (z.B. RFLP, die Makro-
restriktionsanalyse oder Hybridisierungstechniken wie 1S200 und Ribotypisierung)
oder b) PCR-basierend das ganze Genom untersuchen (z.B. PCR-RFLP, RAPD,
ERIC' oder AFLP).

Der Einsatz einzelner Methoden richtet sich nach unterschiedlichen Fragestellungen.

Die Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) als eine mégliche und im Rahmen dieser

® RAPD = Random Amplified Polymorphic DNA oder Random Ampilification of
Polymorphic DNA

* RFLP = Restriction Fragment Length Polymorphism

° PFGE = Pulsfeld-Gelelektrophorese

®PCR = Polymerase Chain Reaction, Polymerase-Kettenreaktion

"18 = Insertionssequenz

® Rep-PCR = Repetitive PCR

° CFLP = Cleavase Fragment Length Polymorphism

" AFLP = Amplified Fragment Length Polymorphism

" ERIC = Enterobacterial Repetitive Intergenic Concensuns
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Arbeit verwendete Methode zur Identifizierung und Differenzierung von Salmonellen

wird in Kapitel 2.4.2 ausfiihrlich dargestellt.

241 Phanotypische Methoden zur Identifizierung und

Differenzierung von Salmonellen

Zur l|dentifizierung und Differenzierung von Mikroorganismen werden traditionell
phénotypische Untersuchungsmethoden eingesetzt. Urspringlich in Ermangelung
bzw. Unkenntnis genotypischer Alternativen angewandt, spielen diese Typisierungs-
methoden bis heute eine wichtige Rolle bei der Charakterisierung von
Mikroorganismen (OLSEN et al. 1993; SIEGRIST et al. 1995).

Biotypisierung (Biotyping)

Nach THRELFALL und FROST (1990) geht das Biotyping von Salmonella
Typhimurium auf eine Arbeit von KRISTENSEN et al. aus dem Jahr 1937 zuruck.
Hier war nach einem festgelegten Schema die Fermentationsfahigkeit der
Salmonellen bei neun Substraten bestimmt worden.

Zur Charakterisierung der Bakterien auf Genus- und auf Spezies-Ebene werden die
zu untersuchenden Stamme einer Reihe von biochemischen Tests unterzogen
(WICHELHAUS et al. 2000; SIEGRIST et al. 1995). Hierbei wird geprift, ob die
Mikroorganismen Uber bestimmte Fahigkeiten, z.B. Spaltung oder Abbau
ausgewabhlter Substrate, verfigen oder nicht (OLSEN et al. 1993). Bei der Auswahl
und Kombination der Tests werden solche Reaktionen herangezogen, in denen
Mikroorganismen sich mdéglichst typisch und vor allem eindeutig verhalten. Im
Idealfall zeigen also alle Stdmme einer Spezies (100%) in einer biochemischen
Reaktion ein identisches Verhalten (OLSEN et al. 1993).

Serotypisierung

OLSEN et al. (1993) bezeichnen die Serotypisierung von Salmonellen als grund-
legendes und fir Salmonellen wichtigstes phanotypisches Untersuchungsverfahren.
Bei Salmonellen erfolgt eine serologische Typisierung in der Regel, wenn sich die
Mikroorganismen als Salmonella-verdachtig erwiesen haben (polyvalent) oder zur

weiteren Charakterisierung unterhalb der Spezies-Ebene.
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Das grundlegende Prinzip der serologischen Differenzierung ist die makroskopisch
durch Verklumpung (Agglutination) erkennbare Reaktion von Antigenen, die auf den
Mikroorganismen vorhanden sind, mit spezifischen Antikérpern (SIEGRIST et al.
1995). Die Untersuchung wird bei Salmonellen durch Objekttrager-Agglutination
(Ausfallen des Antigen-Antikdrper-Komplexes) durchgefiihrt. Bei Abwesenheit der
gesuchten Antigene bleibt die Reaktion aus. Als flr die Serotypisierung geeignet
gelten neben Salmonella auch L. pneumophila oder Ps. aeruginosa (AMMON et al.
2001).

Salmonellen verfligen sowohl iber Oberflachen-Antigene (O-Antigene) als auch Uber
Geildel-Antigene (H-Antigene) und Hillen-Antigene (Vi-Antigene), deren Kombination
fur einzelne Serovaren spezifisch ist (LE MINOR 1984). Grundlage und Hilfestellung
bei der Auswahl und Reihenfolge der eingesetzten Antiseren bietet fur die
Salmonellen das Kauffmann-White-Schema (siehe Kapitel 2.1), Uber dessen
Anwendung bei der Serotypisierung international Konsens herrscht. Dieses Schema
wurde nach THRELFALL und FROST (1990) im Jahre 1926 von WHITE geschaffen
und von KAUFFMANN (1972, 1978) weiter ausgearbeitet.

Salmonella-Antigene kénnen auch Phagen-codiert sein und somit weniger stabil.
Nach THRELFALL und FROST (1990) kann die Serotypisierung von Salmonellen als
alleinige phanotypische Untersuchungsmethode bei epidemiologischen Frage-

stellungen dann ausreichen, wenn es sich um aufergewdhnliche Serovaren handelt.

Phagentypisierung

Die Phagentypisierung (auch: Lysotypie) kommt vor dem Hintergrund
epidemiologischer Fragestellungen haufig, insbesondere bei Salmonella Enteritidis
und Salmonella Typhimurium, zum Einsatz (OLSEN et al. 1993).

Bei der Phagentypisierung wird die Eigenschaft von Bakterienviren (Phagen) genutzt,
um spezifisch bestimmte Stdmme einer Bakterienspezies zu infizieren und zu
lysieren. Bakterienstdmme, die empfanglich sind fir die Infektion mit gleichen
Phagen, werden gleichen Phagentypen zugeordnet (OLSEN et al. 1993). Der Einsatz
einer Vielzahl verschiedener Phagen erméglicht die Darstellung charakteristischer
Lysismuster, die zur Auswertung herangezogen werden (OLSEN et al. 1993;
WICHELHAUS et al. 2000).

Die erste Phagentypisierung von Salmonella Typhimurium geht nach SCHMIEGER
(1999) zurick auf das Jahr 1943 (FELIX und CALLOW 1943) und wurde in der Folge
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weitergefihrt (SCHMIEGER 1999). Im Laufe der Zeit sind spezielle Phagen-Satze fir
die einzelnen Bakterienspezies entwickelt worden. So wird die Phagentypisierung
von Salmonella Typhimurium in der Regel nach einem Protokoll von Anderson
vorgenommen (ANDERSON et al. 1977; SCHMIEGER 1999; ANG-KUCUKER et al.
2000; RAHMAN 2002; DORN et al. 2004). Fur die Lysotypie von Salmonella
Enteritidis hat sich die Vorgehensweise nach einer Grundlagenarbeit von WARD
etabliert (WARD et al. 1987; HICKMAN-BRENNER 1991; ANG-KUCUKER et al.
2000; DORN et al. 2004). Sowohl fur Salmonella Typhimurium als auch fir
Salmonella Enteritidis existieren andere Typisierungsschemata, wie beispielsweise
das von LASZLO et al. (1993), die jedoch selten angewendet werden.

Auch fir andere Salmonella-Serovaren wurden Phagentypisierungs-Schemata
erfolgreich etabliert bzw. angewendet, z.B. fir Salmonella Heidelberg (IBRAHIM
1969; DEMCZUK et al. 2003), Salmonella Hadar (VALDEZATE et al. 2000 nach de
SA et al. 1980) Salmonella Infantis (LASZLO et al. 1993), Salmonella Paratyphi B
(LALKO 1965), Salmonella Virchow (CHAMBERS et al 1987 in THRELFALL et. al
1990) oder Salmonella Virchow, Salmonella Manhattan, Salmonella Thompson,
Salmonella Oranienburg sowie Salmonella Bareilly (LASZLO und CSORIAN
1988).Nach DORN et al. (2004) erméglicht die Phagentypisierung eine
Differenzierung innerhalb von Serovaren und dient somit der Aufklarung von

Infektketten und epidemiologischen Zusammenhangen.

Resistenzbestimmung

Mit der Resistenzbestimmung wird das Wachstumsverhalten von Mikroorganismen
auf einem festen Nahrmedium in Anwesenheit verschiedener Antibiotika, die in das
Medium diffundiert sind, ermittelt (SIEGRIST et al. 1995).

Seit 2000 wird im Nationalen veterinarmedizinischen Referenzlabor fir Salmonellen
parallel zu dieser Agardiffunsionsmethode die Mikrodiletionsmethode durchgefihrt,
bei der die Minimale Hemmstoff-Konzentration (MHK) des Isolats ermittelt wird
(HELMUTH et al. 2004). Die dabei ublicherweise verwendeten antimikrobiellen
Substanzen sind in Tabelle 2.13 aufgefihrt.
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Tabelle 2.13:Im Nationalen veterindrmedizinischen Referenzlaboratorium fur
Salmonellen getestete antimikrobiell wirksame Substanzen (HELMUTH

et al. 2004)
. Getestete

Substanz Abkiirzungen Brt[eakl:'cﬁmt Konzentrationen

Ho [ug/mi]
Ampicillin AMP 32 2-32
Amoxicillin/ AUG2 32 211 -32/16
Clavulanséaure
Ceftiofur XLN 8 05-8
Chloramphenicol CHL 32 2 -64
Florfenicol FFN 32 2-64
Ciprofloxaxin CIP 2 0,03-4
Nalidixinsdure NAL 32 4-128
Colistin COL 16 4-64
Gentamicin GEN 16 1-32
Kanamycin KAN 64 4-64
Neomycin NEO 16 2-32
Spectinomycin SPE 128 4-128
Streptomycin STR 32 4-64
Sulfmethoxazol SMX 512 32-512
Sulfmethoxazol/ SXT 4 1911 — 152/8
Trimethoprim
Trimethoprim TMP 16 4-32
Tetracyclin TET 16 2-32

Bei der epidemiologischen Untersuchung von Salmonellen kommt die Resistenz-
bestimmung haufig zum Einsatz. Obwohl die Diskriminationsfahigkeit der Methode
gering ist, reichen laut ROBERT-KOCH-INSTITUT (2001) die Ergebnisse dieser
leicht durchzufihrenden Untersuchung im Kontext einer Ausbruchsituation fir erste
Falldefinitionen aus.

Antibiotika-Resistenzen sind in der Regel Plasmid-codiert, so kénnen die Ergebnisse
der Resistenzbestimmung und der Phagentypisierung durchaus miteinander
verbunden sein (SIEGRIST et al. 1995; ANG-KUCUKER 2000). Eine Ausnahme
bildet die vermehrt auftretende Pentaresistenz  (gegenuber Ampicillin,
Chloramphenicol, Streptomycin, Sulfonamiden und Tetracyclin) von Salmonella
Typhimurium DT104, die auf zwei Integrons chromosomal codiert wird (DORN et al.
2004).

Erwerb und Verlust von R-Plasmiden sind meist Folge eines selektiven Drucks aus
der Umwelt (THRELFALL und FROST 1990). Die Zahl von Berichten tber resistente

bzw. multiresistente Mikroorganismen verleiht der Resistenzbestimmung zusatzliche
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Bedeutung, die Uber die rein epidemiologische Fragestellung hinausweist. Im Falle
schwerer Infektionen (z.B. Salmonella-Bakteriamie) kann die Kenntnis der
Resistenzeigenschafen eines mikrobiellen Erregers fur den Menschen
lebenserhaltend sein (WHITE et al. 2001).

242 Pulsfeld-Gelelektrophorese als eine genotypische Methode zur

Identifizierung und Differenzierung von Salmonellen

2421 Grundlegendes Prinzip

Unter der Bezeichnung Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) wird eine Reihe von
Arbeitsschritten zusammengefasst. Zunéchst wird das gesamte Genom durch Zell-
Lysis freigelegt und in Agarose eingebettet. Danach erfolgt die Inkubation mit
Makrorestriktionsenzymen. Die entstandenen DNA-Teilsticke werden im Anschluss
in einer (Pulsfeld-) Gelelektrophorese aufgetrennt und z.B. durch Farbung dargstellt.

Abbildung 2.3 zeigt schematisch den Ablauf einer Pulsfeld-Gelelektrophorese.

Die mit Beginn der achtziger Jahre des letzten Jahrhunderts von SCHWARTZ et al.
(1983) etablierte Methode stellte einen bedeutenden Fortschritt in der molekular-
biologischen Forschung dar. Konnten bis dahin in einer Elektrophorese DNA-
Fragmente bis zu 50 kbp (Kilobasenpaaren) dargestellt werden, so war man mit der
PFGE erstmalig routinemafRig in der Lage, DNA-Fragmente bis zu 6000 kbp
voneinander zu trennen (LAl 1989; GARDINER 1991).

Im Rahmen einer Makrorestriktionsanalyse wird zunachst die DNA mit sogenannten
"selten schneidenden" Endonukleasen inkubiert, so dass aus der Gesamt-DNA 15 -
60 kbp groRe Fragmente entstehen (LIEBISCH und SCHWARZ 1996). Voraus-
setzung fur die Unversehrtheit dieser groBen DNA-Stiicke ist, dass die zu
untersuchenden Zellen bereits vor ihrer Lyse in Agarose eingebettet wurden. Diese
von SCHWARTZ und CANTOR (1984) eingefilhrte Vorgehensweise schiitzt den
Nukleinsaurestrang vor Scherkraften, die zu einer Stilickelung der DNA fiihren
wirden, die nicht auf das Einwirken von Enzymen zurtickzufiihren ist.

Die Darstellung der durch die Enzymeinwirkung entstehenden Fragmente erfolgt in

der Pulsfeld-Gelelektrophorese, die sich durch eine besondere Gestaltung des
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anzulegenden elektrischen Feldes auszeichnet und dadurch von der konventionellen

Elektrophorese abgegrenzt werden kann.

W
Vorbereitung der DNA
[ orbereitung der J Einbettung in Agarose

Zell-Lysis
Deproteinisierung
Waschen

Inkubation der DNA mit
Endonukleasen

|

Durchfiihrung der
Elektrophorese in einem
elektrischen Feld

|

Darstellung von DNA-
Teilstlicken, z.B. durch
Farbung

|

Dokumentation und
Auswertung

Abbildung 2.3: Ablaufdiagramm (Schema) einer Pulsfeld-Gelelektrophorese

Bei der PFGE werden die DNA-Stiicke einem elektrischen Feld ausgesetzt, welches
regelmalig seine FlieBrichtung durch das Gel verandert. Den Zeitraum der
FlieRrichtung in eine Richtung nennt man Puls bzw. Pulszeit, wovon sich auch der

Name dieser Elektrophoreseform ableitet.
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Die DNA (bzw. ein Teilstick nach Enzymbehandlung), die aufgrund von
Phosphatgruppen im Rickgrat des Molekiils negativ geladen ist (KNIPPERS 2001;
GARDINER 1991), wandert ihrer Ladung entsprechend durch dieses elektrische
Feld, also vom Minuspol zum Pluspol. Das Molekil richtet sich parallel zum
elektrischen Feld aus und wandert in schlangenartigen Bewegungen ("reptation")
voran (GARDINER 1991; MARTIN 1996).

Andert sich die FlieRrichtung des elektrischen Feldes, muss sich das wandernde
Molekul reorientieren und der neuen FlieRrichtung anpassen. Kleinen Molekulen
gelingt dies rasch, so dass ein weiteres Wandern durch das Gel kaum verzégert
wird. Grofle Molekiile brauchen mehr Zeit zur Reorientierung, so dass weniger Zeit
zum Wandern innerhalb des neuen Pulses zur Verfugung steht. GroRe DNA-
Fragmente wandern demnach in einem elektrischen Pulsfeld mit alternierenden

FlieRrichtungen des elektrischen Stroms deutlich langsamer als kleine Molekiile.

Die Grundidee des alternierenden elektrischen Feldes wurde in verschiedenen
Elektrodenmodellen umgesetzt. Fur die unterschiedlichen Anordnungen der
Elektroden sind systemspezifisch unterschiedliche Elektrophoresekammern sowie
zusatzliche Apparaturen erforderlich (MARTIN 1996). Haufig wird das CHEF-System
(Contour-clamped homogenous electric field) verwendet, das auch in international
vereinheitlichten PFGE-Protokollen enthalten ist. Auch die Anordnung des
rotierenden Gels kommt haufig zur Anwendung, insbesondere, wenn die
Laborgegebenheiten es erfordern, um eine Verdnderung des Pulswinkels vornehmen
zu kénnen (z.B. zur Untersuchung unterschiedlicher Spezies nach unterschiedlichen

Protokollen).

Bei der Aufbereitung der DNA ist das Einwirken von Scherkraften unbedingt zu
vermeiden, um zu gewahrleisten, dass die in der Elektrophorese dargestellten DNA-
Fragmente ausschlieRlich durch die Einwirkung von Endonukleasen entstanden sind
(GARDINER 1991). Dem wird im Ablaufprotokoll in der Regel durch ein friihzeitiges
Einbetten der DNA in Agarose Rechnung getragen.

Die Konzentration der DNA in Versuchsansatzen zur PFGE liegt mit 1-2 ug/Ansatz
deutlich unter der Konzentration bei nicht gepulsten Elektrophoresen. So wird eine

reibungslose Migration der grof3en Nukleinsaurestrange durch das Gel gewahrleistet.
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2.4.2.2 Auswahl der Endonukleasen

Von zentraler Bedeutung fur das Gelingen und die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse der Makrorestriktionsanalyse mit anschlieBender PFGE ist die Auswahl
der Endonukleasen, die auf das zu untersuchende Genom einwirken.

Die bei der PFGE eingesetzten Enzyme sind so genannte selten schneidende
Enzyme ("rare cutter"). Die Enzyme schneiden an spezifischen, selten auftretenden
Erkennungssequenzen das gesamte zu untersuchende Genom in durchschnittlich 8
— 20 Teilsticke (MAURER 2000). Es handelt sich um Endonukleasen. Diese werden
in der Literatur auch als Makrorestriktions-Endonukleasen oder Makrorestriktions-
Enzyme bezeichnet.

TENOVER et al. (1995) geben eine Literaturibersicht Uber die Enzyme, die flr
verschiedene Organismen (z.B. Clostridien, Staphylokokken, Acinetobacter,
Campylobacter, Pseudomonaden oder Salmonellen) bei der PFGE eingesetzt
werden. Dazu zahlen Smal, Sacll, Cspl, Apal, Notl, Xbal, Spel, Sse83871, Sall, Sfil,
Rsrl, Asel sowie Sfil. Diese Endonukleasen unterscheiden sich voneinander in der
DNA-Sequenz, an der sie die DNA spalten und somit auch in der durchschnittlichen
Anzahl der entstehenden Banden sowie der durchschnittichen GréRe der ent-
stehenden Fragmente (TENOVER et al. 1995).

Bei der Untersuchung von Salmonellen mittels PFGE kommt ebenfalls eine Reihe
von Makrorestriktions-Enzymen zum Einsatz. Bei den im wissenschaftlichen
Schrifttum beschriebenen Endonukleasen handelt es sich um Xbal (LINDQVIST et
al. 2004; LU et al. 2004; MARTINEZ-URTAZA et al. 2004), Spel (WEIGEL et al.
2001; GORMAN und ADLEY 2004; WEIGEL et al. 2004) sowie Binl (GORMAN und
ADLEY 2004; LINDQVIST et al. 2004, SENO et al. 2004). Seltener verwendet
werden Avrll (WEIGEL et al. 2001; WEIGEL et al. 2004), Notl (TSEN und LIN 2001;
LINDQVIST et al. 2002), Xhol (VALDEZATE et al. 2000) oder I-CEUI (NAIR et a.
2004).

Ublicherweise werden in Studien zur PFGE von Salmonellen ein bis drei, selten vier
Enzyme verwendet. Wenn es sich um ein Enzym handelt, wird vorwiegend Xbal
ausgewahilt.

Im Nationalen veterinarmedizinischen Referenzlabor fur Salmonellen kommen die
Enzyme Xbal, Binl und Spel zum Einsatz (RKI 2004a).
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Ein wichtiges Auswahlkriterium flr die Endonukleasen ist ein hoher diskrimi-
natorischer Index als Grundlage fiir ein aussagekréftiges Ergebnis. In einigen
vergleichenden Untersuchungen wurde der D-Index diverser bei der PFGE von
Salmonellen verwendeter Enzyme ermittelt. Eine Auswahl dieser Werte ist in Tabelle
2.14 dargestellt.

Tabelle 2.14: D-Indizes flr diverse Enzyme bei der PFGE aus verschiedenen Studien
(LIEBISCH und SCHWARZ 1996; LACONCHA et al. 1998; RIDLEY et
al. 1998; GUERRA et al. 2000; LACONCHA et al. 2000; MALORNY et

al. 2001)
g:’;ezrise:chte Xbal |Spel |[BInl |Notl Egglg?r-\ationen
LIEBSICH
S. Enteritidis ~ |0,703 {0,591 0,591 f{%ﬁ'; SpetNofl fund @ s
1996a
S. Enteritidis 0,720 ;tA;%l\égglA
S. Enteritidis 0,874 |0,870 é%%';spe' %g;EY etal.
S. Enteritidis 0,615 {0,391 |0,611 g%%'; Spel+Binl tf;?zf‘égoHA
S. Typhimurium |0,870 gyzEO%FgA et
g._r:)(l)ahimurium 0332 [0,520 |0599 (?f;%ngbaHBlnl Z:A;%TNY et

Die Auswahl der Enzyme kann je nach Salmonella-Spezies unterschiedlich ausfallen.
In vergleichenden Untersuchungen werden fiir verschiedene Spezies unter-
schiedliche Enzyme im Hinblick auf eine besonders hohe diskriminatorische
Fahigkeit empfohlen. Beispielsweise halten LIEBISCH und SCHWARZ (1996a),
RIDLEY et al. (1998), LUKINMAA et al. (1999), LACONCHA et al. (2000) und
LIEBANA et al. (2001) das Enzym Xbal fir Salmonella Enteritidis als das am besten
geeignete Enzym. LIEBANA et al. (2001) fuhren als Begrindung an, dass die
Wirkung von Xbal auf das Genom nicht von Punktmutationen beeinflusst wird.
Andere Autoren sehen in BInl das geeignetste Enzym fir dieselbe Spezies
(TERAJIMA et al. 1998; MURAKAMI et al. 1999 und 2001).
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RHEAULT und QUESSY (2001) sprechen dem Enzym Spel die hdchste
diskriminatorische Fahigkeit fur Salmonella Typhimurium zu. MALORNY et al. (2001)
nennen fur den Phagentyp DT104 das Enzym Blinl.

LACONCHA et al. (2000) weisen hinsichtlich der Feintypisierung verschiedener
Phagentypen zu der Enzymauswahl darauf hin, dass die Kombination unter-

schiedlicher Restriktionsenzyme fiir die Differenzierung entscheidend ist.

2.4.2.3 Technische Parameter

Fur das einwandfreie Gelingen einer Pulsfeld-Gelelektrophorese ist das reibungslose

Zusammenspiel komplexer technischer Parameter erforderlich.

Neben dem Agarosetyp beeinflusst die Konzentration des Agarosegels das
Laufverhalten der DNA: Je geringer die Konzentration, desto schneller wandern die
Molekule, mit steigender Konzentration ist die Porengréf3e im Gel verkleinert und
grol’e Molekile kommen nur langsam voran (MARTIN 1996; LAI et al. 1989). Die
Laufzeit der Elektrophorese verldngert sich dann entsprechend (MARTIN 1996).
Daten aus Tabelle 2.15 am Ende dieses Kapitels belegen den Zusammenhang

zwischen Agarosekonzentration und Laufgeschwindigkeit.

Die Lange der Pulszeit, also der zeitlichen Abstande zwischen den Wechseln der
FlieBrichtung des elektrischen Stroms, ist entscheidend fir die saubere Auftrennung
unterschiedlich groBer DNA-Fragmente. GréRere DNA-Fragmente werden besser
bzw. Uberhaupt erst bei langeren Pulszeiten voneinander getrennt, da nur so
ausreichend Zeit zur Reorientierung im elektrischen Feld gegeben ist. GARDINER
(1991) fuhrte die Elektrophorese gleicher DNA bei unterschiedlichen Bedingungen
durch. Die vergleichenden Gelphotographien zeigen eindrucksvoll, dass erst bei
Anlegen eines Pulsfeldes sowie ausreichend langen Pulszeiten (im Minutenbereich)
Banden mit grélReren DNA-Fragmenten sauber darstellbar sind. Fur kleinere
Molekile wurde mit langen Pulszeiten ein nahezu konstantes elektrisches Feld
simuliert (hier gelingt die Reorientierung leicht), so dass bei entsprechenden

Bedingungen der anderen Parameter auch diese DNA-Fragmente in einer PFGE
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darstellbar sind. Auch LAI et al. (1989) haben in einigen Abbildungen den Einfluss

der Pulszeit auf die Laufgeschwindigkeit der Nukleinsdurefragmente dargestellt.

Die elektrische Feldstarke E bezeichnet die Starke eines elektrischen Feldes an
einem gegebenen Punkt im Raum und wird ausgedrickt in der Einheit Volt pro Meter
[V/m]. Die Feldstarke gibt an, wie grof3 in einem elektrischen Feld die Kraft ist, die auf
ein geladenes Molekul ausgeubt wird (KUCHLING 1994). Eine Erhéhung der
Feldstarke kann die Laufzeit der Elektrophorese verkirzen. Bei zu hoher Feldstarke
jedoch gehen die Molekile von ihrer schlangelnden Bewegung durch das Gel
("reptation") Uber in eine starre Stabchenform. So verlieren Gréfe und Lange des
Molekils Einfluss auf die Laufgeschwindigkeit und das Trennungsvermégen der
Matrix sinkt erheblich bzw. geht verloren (MARTIN 1996). Im Falle zu niedriger
Feldstarken kann es zu einem als Bandenumkehr (,band inversion®) bezeichneten
Phanomen kommen. Hierbei wandern (bei bestimmten Agarosekonzentrationen)
Molekile mir einem geringeren Molekulargewicht langsamer als Molekule, die ein
deutlich héheres Molekulargewicht aufweisen (MARTIN 1996). Martin (1996)
bezeichnet die Mdglichkeit einer Bandenumkehr als den "vielleicht (...) wichtigsten
Grund", auf jedem Gel einen Marker mit einer Mischung aus bekannten und leicht zu
identifizierenden DNA-Fragementen mit zu fuhren. Mit dieser Form der Kontrolle
kann das Auftreten einer Bandenumkehr (mit der Folge von Fehlinterpretationen der

Bandenmuster) erkannt, und Fehlinterpretationen kénnen ausgeschlossen werden.

Je hoéher die Temperatur in einer Elektrophorese-Einheit, desto schneller wandern
die DNA-Fragmente. Bei zu hoher Laufgeschwindigkeit jedoch wirden neben den
groRen Fragmenten selbst kleinere DNA-Stiicke in den Poren den Gels hangen
bleiben (,trapping“). Es k&me so zu einem unbrauchbaren Ergebnis. Die
Betriebstemperatur der PFGE liegt demzufolge mit 4 - 15°C deutlich unter
Raumtemperatur, bei der Ublicherweise nicht gepulste Elektrophoresen durchgefuihrt
werden (LAl et al. 1989; GARDINER 1991). Konstante und gesteuerte
Temperaturverhaltnisse wahrend der Elektrophorese gewahrleisten zudem die

Reproduzierbarkeit der Untersuchung.

Der Winkel des angelegten Pulsfeldes (also der Stromrichtungen zueinander) ist in

der Regel ein stumpfer Winkel. Eine Variation dieses Winkels zwischen 105° und

44



Literatur

165° hat keinen bedeutsamen Einfluss auf das Ergebnis der PFGE (GARDINER
1991; LAl et al. 1989). Wird der Winkel wahrend der Laufzeit gedndert, kann es nach
LAl et al. (1989) zu ungleichmaliigen Wanderungsgeschwindigkeiten wahrend der

Auftrennung kommen.

Tabelle 2.15 stellt einige der genannten Parameter in Beziehung und gibt einen

Einblick in die Abhéngigkeit der EinflussgréRen voneinander.

Tabelle 2.15: FlieRgeschwindigkeit von Lambda-DNA’ bei einer konstanten Pulszeit
von 90 Sekunden und variierten Feldstarken, Temperaturen, Agarose-
Konzentrationen und Pulsfeldwinkeln (LAl et al. 1989)

Feldstirke | Temperatur | Agarose - | Winkel des | FlieRgeschwindigkeit
Vicm] rcl Konze:\tratlon Pulsffldes [emih]
[%] [’
3 13 1,0 120 0,10
6 5 10 120 0,25
6 13 10 120 0,31
6 25 10 120 0,42
6 34 1,0 120 0,48
9 13 1,0 120 0,59
6 13 0,6 120 0,46
6 13 14 120 0,21
6 13 1,8 120 0,16
6 25 14 120 0,32
6 25 16 120 0,27
6 13 10 105 0,41
6 13 1,0 135 0,24
6 13 1,0 150 0,17
6 13 1,0 165 0,09

! Lambda-DNA bezeichnet Bacteriophagen-DNA bekannter GréRe, die auch als
Langenmarker bei der PFGE eingesetzt wird
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2424 Darstellung und Interpretation der Makrorestriktionsfragmente

Die Darstellung der Banden einer Makrorestriktionsanalyse kann nach MARTIN
(1996) durch die Markierung mit fluoreszierenden oder radioaktiven Nukleotiden,
durch Markierung mit spezifischen Proteinen, durch konventionelle Farbung oder
durch Bindung von Floureszenz-Farbstoffen erfolgen. Bei der letzteren Variante, die
fur die PFGE vorwiegend eingesetzt wird, wird in der Regel Ethidiumbromid zur
Farbung von Agarosegelen verwendet (MARTIN 1996).

Ethidiumbromid verflgt Gber ein flaches, planares Ringsystem, welches sich bei der
Farbung zwischen die ahnlich gestalteten Ringe der Purine und Pyrimidine der DNA
schiebt. Dieser Vorgang wird als Interkalation bezeichnet. Im interkalierten Zustand
wird UV-Licht von den Purin- und Pyrimidinbasen absorbiert und an das gebundene
Ethidiumbromid weitergegeben. Die Freisetzung dieser Energie durch das
Ethidiumbromid im Bereich des sichtbaren Lichts fihrt zu einer Fluoreszenz der
Banden, die besonders gut bei der Betrachtung in einer Dunkelkammer zu sehen ist
(MARTIN 1996).

Die Ethidiumbromidfarbung darf nur unter gro3en Vorsichtsmalihahmen durchgefiihrt
werden, da Ethidiumbromid mutagen ist und im Verdacht steht, Krebs auszulésen.
Demnach ist Kontakt mit diesem Stoff unbedingt zu vermeiden. Zudem kénnen die
UV-Strahlen (bei der Ethidiumbromidfarbung in der Regel 302 nm), mit denen die
gefarbten Gele bestrahlt werden, zu erheblichen Verletzungen der Haut und
insbesondere der Augen fihren. Auch hier ist ein entsprechender Schutz (UV-
Maske) unumganglich (MARTIN 1996).

Die Dokumentation der gefarbten Agarosegele erfolgt in der Regel tber Photos
(MARTIN 1996).

Die Auswertung der Gelphotographien erfolgt entweder visuell oder mit Hilfe von
Auswertungsprogrammen wie beispielsweise GelCompare von Applied Maths.
OLIVE und BEAN (1999) fuhren eine Reihe weiterer Auswertungsproramme auf.
Diese Auswertungsprogramme kommen, wenn sie nicht routinemaflig Anwendung
finden, dann zum Einsatz, wenn die Anzahl der auszuwertenden Banden fir die

visuelle Auswertung zu umfangreich wird.
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Die Bewertung und Interpretation der Bandenmuster erfolgt in der Gberwiegenden
Zahl der verodffentlichten Studien, in denen die PFGE zum Einsatz kam, nach
TENOVER et al. (1995), auch wenn die Methode gelegentlich in der Kritik einzelner
Autoren steht (HEIR et al. 2002; LIEBANA 2002; SOOD et al. 2002; PRAGER und
TSCHAPE 2003; WASSENAAR 2003). Bei TENOVER et al. (1995) werden
Empfehlungen zur standardisierten Interpretation von PFGE-Bandenmustern
formuliert, die dort detailliert erldutert und im Folgenden vorgestellt werden.
TENOVER et al. (1995) gehen zunachst davon aus, dass bei epidemiologisch
relevantem Geschehen alle im Kontext einer Erkrankung ermittelten Erreger
(Ausbruch-Stamme) von einem einzigen Vorlaufer stammen und diese Isolate
denselben Genotyp aufweisen. Epidemiologisch nicht verwandte Stdmme weisen
nicht denselben Genotyp auf. Eine Ausnahme bilden hier Spezies mit einer geringen
genetischen Diversitat bzw. einer hohen Klonalitdt, also insgesamt engen
Verwandtschaft der Population (TENOVER et al. 1995).

Als geeignetes Probenmaterial fiur epidemiologische Untersuchungen mittels PFGE
und einer entsprechenden Auswertung betrachten TENOVER et al. (1995) Proben
(von Patienten, Infektionstragern, aus der Umwelt), die sowohl aus dem Umfeld als
auch aus dem Zeitraum eines Infektionsvorkommens stammen und Verbindung zu
einer gemeinsamen Infektionsquelle haben. Die Proben sollten in einem Zeitraum
von weniger als einem Jahr gesammelt worden sein.

Es muss auch Kenntnis dariiber vorhanden sein, wie sich spontane genetische
Veranderungen (z.B. Punktmutation, Deletion, Insertion) auf das Bandenmuster
auswirken (TENOVER et al. 1995). Tabelle 2.16 zeigt die Auswirkungen genetischer
Mutationen auf PFGE-Bandenmuster (Anzahl unterschiedlicher Fragmente).

Unter Berilicksichtigung aller Pramissen schlagen TENOVER et al. (1995) Kriterien
vor, nach denen die interpretierten Bandenmuster einzelnen Kategorien zugeordnet
werden kdnnen und so eine Aussage Uber das epidemiologische Verhaltnis einzelner
Stamme zueinander moéglich wird. In Tabelle 2.16 sind diese Kriterien sowie deren

Interpretation aufgefihrt.
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Tabelle 2.16: Kriterien  fur die Interpretation von  PFGE-Mustern
(TENOVER et al. 1995)
(Auswirkungen:)
Anza_hl der Typische Anzahl der
genetischen hiedlich Epidemioloaisch
Kategorie Unterschiede im unterschiedlichen pidemiologische

Vergleich zum
Ausbruch-Stamm

Fragmente im
Vergleich zum
Ausbruch-Stamm

Interpretation

nicht unterscheidbar 0 0 Isolate sind Teil eines
Ausbruchs
Isolate sind wahr-
nahe verwandt 1 2-3 scheinlich Teil eines
Ausbruchs
- . Isolate sind
moglicherweise 2 4-6 moglicherweise Teil
verwandt )
eines Ausbruchs
unterschiedlich >3 >7 Isolate sind nicht Teil

eines Ausbruchs

TENOVER et al. (1995) erlautern die Kategorien aus Tabelle 2.16 wie folgt:
In der Kategorie "nicht unterscheidbar" werden Isolate eingeordnet, deren
Bandenmuster in der PFGE absolut identisch sind. Es ist davon auszugehen, dass
diese Isolate denselben Stamm reprasentieren.

Als "nahe verwandt" gelten Isolate, bei denen sich die Unterschiede der
Bandenmuster aus lediglich einem genetischen "Ereignis" (also einer Veranderung
der Basensequenz) generieren. Typischerweise unterscheiden sich die Muster in 2 -
3 Banden, die entstehen, wenn z.B. durch eine einzelne genetische Veranderung
eine neue Angriffstelle fur die Restriktionsenzyme entstanden ist. Eine Bande, auf
der diese Angriffstelle lokalisiert war, wiirde so wegfallen und sich als zwei neue,
kleinere Banden darstellen. Im Vergleich mit einem nahe verwandten Isolat wirden
sich somit drei im Bandemuster erkennbare Unterschiede ergeben.
"Méglicherweise verwandt" sind Isolate, bei denen ein Unterschied von vier bis
sechs Banden darstellbar ist, die sich aus zwei unabhangigen genetischen
Veranderungen ergeben haben.

In der Kategorie "unterschiedlich" werden alle Isolate zusammengefasst, bei denen
sich die Unterschiede in den Bandenmustern aus mehr als drei unabhangigen

genetischen Veranderungen ergeben haben missen.
Eine Darstellung der Verwandtschaft der untersuchten Banden untereinander kann
mit Hilfe eines Dendogramms erfolgen. Hierbei werden die Verwandtschafts-

verhaltnisse prozentual berechnet und in einer Art Stammbaum dargestellt. Die Form
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der Darstellung ist in den handelsiblichen Auswertungsprogrammen integriert und
wird aus den eingegebenen Daten generiert. Abbildung 2.4 zeigt beispielhaft ein
Dendogramm als Ergebnis einer Studie zur Heterogenitdt bzw. Klonalitat von
Salmonellen bei Schlachtschweinen von WONDERLING et al. (2003). Unter "PFGE
pattern" sind die Bandenmuster abgebildet. Aus dem links stehenden Dendogramm

wird mit Hilfe der Skala der prozentualen Verwandtschaftsgrad der Isolate

abgelesen.
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Abbildung 2.4: Dendogramm als Auswertungsmoéglichkeit einer PFGE
(WONDERLING et al. 2003)

49



Literatur

2425 Anwendungen der PFGE

Die Pulsfeld-Gelelektrophorese als molekularbiologische Typisierungsmethode flr
Bakterien kommt sowohl bei gram-positiven Bakterien (Stabchen und Kokken) (LE
BOURGEOIS et al. 1993; CHIOU et al. 2004; MINEYAMA et al. 2004; WINTER et al.
2004) als auch bei gram-negativen Bakterien (Stdbchen und Kokken) (JACOBSSON
et al. 2003; CONNERTON et al. 2004) zum Einsatz.

Die Anwendungsbereiche fir die PFGE sind vielfaltig. Nach GARDINER (1991)
liegen wichtige Einsatzgebiete bei der Erfassung der Struktur von Genomen, der
Bestimmung der Nahe zweier Gene zueinander, der GroRenbestimmung sehr grolder
Gene, der Lokalisation chromosomaler Briche (z.B. bei der Erforschung
menschlicher Erkrankungen) oder bei der Untersuchung strahlengeschéadigter DNA.
Besondere Bedeutung hat die PFGE bei der Genkartierung (McCLELLAND 1987;
LAl 1989; GARDINER 1991, LIEBISCH und SCHWARZ 1996; MARTIN 1996) der
Genome von Saugetieren und bakteriellen Chromosomen, die durch die PFGE
entscheidend verbessert werden konnte (MARTIN 1996). LIEBISCH und SCHWARZ
(1996) geben in ihrer Veroffentlichung eine Anwendungsibersicht. Die Autoren
sehen die Einsatzmdéglichkeiten in der mikrobiologischen Diagnostik, bei Problemen
in der Umwelt- und Krankenhaushygiene, der Uberwachung der genetischen
Stabilitdt rekombinanter und mutagenisierter Bakterienstdmmen sowie in der
Infektionsepidemiologie.

Im Kontext der Infektionsepidemiologie sehen OLIVE und BEAN (1999) die zentralen
Einsatzgebiete bei der Uberprifung der Ahnlichkeit von Stdmmen, der Untersuchung
phylogenetischer Eigenschaften sowie epidemiologischer Fragestellungen (z.B.
Ausbruchsuntersuchungen).

In diesem Zusammenhang wird auch der Einsatz der PFGE zur Feintypisierung von
Salmonellen, zumindest als alleiniges genotypisches Untersuchungsverfahren, in
Frage gestellt. In Tabelle 2.17 sind die ermittelten D-Indizes aus ausgewahlten
Untersuchungen genotypischer (und phanotypischer) Methoden zur Feintypisierung
von Salmonellen zusammengestellt. Es wird deutlich, wie unterschiedlich die
Beurteilungen der Methoden ausfallen. Méglich ist auch, dass unterschiedliche

Protokolle einen Einfluss haben.
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LIEBANA (2002) halt insbesondere bei den hoch klonalen Spezies wie Salmonella
Enteritidis die Einfihrung wirkungsvollerer Untersuchungsmethoden fiir erforderlich.
Bezlglich der Feindifferenzierung von Salmonella Enteritidis zeigen beispielsweise
THONG et al. (1995), LIN et al. (1996), AHMED et al. (2000) und SCOTT et al.
(2001), dass die PFGE hier weniger geeignet ist als andere molekularbiologische
Untersuchungsmethoden.

LETELLIER et al. (1999) konnten bei Salmonella Typhimurium DT104 mit der PFGE
keine Unterschiede darstellen. Ebenso konnten LING et al. (2001) Salmonella

Typhimurium DT 104L mittels PFGE nicht weiter unterschieden.

STANLEY et al. (1995) konnten die PFGE bei Salmonella Panama nicht durchfiihren,
ein andere genotypische Untersuchungsmethode (IS200) hingegen zeigte sich als

bestens geeignet zur Feintypisierung dieser Serovar.

In anderen Studien war der Diskriminatorische Index fur die durchgefiihrte PFGE
niedriger als der von vergleichsweise durchgefuhrten Typisierungsverfahren (vergl.
Tabelle 2.17).

Far die Untersuchung von Salmonellen wird die PFGE eingesetzt, insbesondere zur
Klarung epidemiologischer Fragen und Zusammenhédnge eingesetzt. Die Tabelle
2.18 gibt einen Uberblick Uber eine Auswahl von Veréffentlichungen zu den

verschiedenen Anwendungsmdéglichkeiten der PFGE bei Salmonellen.

Zur Erfassung von Zusammenhangen hat sich in Deutschland das
"Forschungsnetzwerk Lebensmittelinfektionen in Deutschland" etabliert, innerhalb
dessen das sogenannte "German PulseNet" agiert. Im Rahmen dieses Verbundes
werden vor allem die Untersuchungsergebnisse von Salmonella-lsolaten ver-
schiedener Herkunft zusammengefihrt. Voraussetzung fur die Zusammenfihrung
der Daten war eine einheitliche Vorgehensweise (Protokoll), Auswertung und
Speicherung der Ergebnisse. So kénnen nun Daten Uber eine grofte rdumliche und
zeitliche Distanz miteinander verglichen und Erkrankungen an verschiedenen Orten
auf eine Quelle zurtickgefuhrt werden. Die Beteiligten in Deutschland sind das Institut

fur Mikrobiologie und Hygiene, Wirzburg, und das Robert-Koch-Institut,
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Werningerode (http://www.foodborne-net.de). Aus finanziellen Grinden ist die
Beteiligung derzeit auf die beiden genannten Institutionen beschrankt.

Als Vorbild fir diese Datenbank diente das PulseNet des CDC (Centre of Disease
Control and Prevention) in den USA, welches weltweit erstmalig eine Datenbank mit
genotypischen Erregereigenschaften aufsetzte und diese Daten landesweit
vernetzte. Eine ausfihrliche Beschreibung des PulseNets findet sich bei
SWAMINATHAN et al. (2001).

Die PFGE gehért im Nationalen veterindrmedizinischen Referenzlaboratorium fir
Salmonellen zum Laborstandard und kommt bei der Untersuchung von Salmonella-
Isolaten von Tieren, Lebens- und Futtermitteln sowie der Umwelt regelmaBig zum
Einsatz (RKI 2004a).
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Eigene Untersuchung

3 Eigene Untersuchungen?®

3.1 Material

Im Vordergrund dieser Untersuchung standen die in der Schlachtlinie eingesetzten
Handgeréate (Messer, Handbeil) sowie die Produkt berihrenden Kettenhandschuhe
bzw. Handflachen des Personals an den Positionen Eviszeration der
Bauchhéhlenorgane, Spaltung der Tierkérper, Fleischuntersuchung der Organe und
Fleischuntersuchung der Tierkérper. Um mdgliche Ubertragungswege nachvoll-
ziehen zu kénnen, wurden zudem Teile der geschlachteten Tiere beprobt, die mit
den Handgeraten und/oder Handflachen bzw. Kettenhandschuhen direkt in
Bertuhrung kommen. Die genaue Beschreibung dieses Probenmaterials erfolgt in der
Darstellung der Probengewinnung (Kapitel 3.2.3 und Kapitel 3.2.4) und ist der
Abbildung 3 zu entnehmen.

Die Untersuchungen erfolgten im Institut fir Anatomie, Physiologie und Hygiene der
Haustiere, Abteilung Veterinar- und Lebensmittelhygiene, der Rheinischen Friedrich-
Wilhelms-Universitat Bonn und in den Laboratorien des Instituts fir Fleischhygiene
und -technologie des Fachbereichs Veterindrmedizin der Freien Universitat Berlin.
Die Bestatigung der Salmonella-lsolate sowie die Phagentypisierung und die
Resistenzbestimmung wurden im Nationalen veterindrmedizinischen Referenzlabor
fur Salmonellen des Bundesinstituts fir gesundheitlichen Verbraucherschutz und

Veterinarmedizin (BgVV) in Berlin* durchgefiihrt.

3.1.1 Betriebsablauf und Bedingungen im Schlachtbetrieb

Die Entnahme der Proben erfolgte in einem Schlachtbetrieb im westdeutschen
Raum. Der Betrieb wird als 6ffentliche Einrichtung gefuihrt und als GmbH mit etwa 70
Gesellschaftern betrieben. Ein Schlachtband fiir Schweine ist seit 1974 in Betrieb. Es

handelt sich um eine wenig automatisierte Anlage.

® Die vorliegenden Untersuchungen wurden im Rahmen des Forschungsvorhabens Schlacht- und

Untersuchungshygiene (AZ 424-7030 56/93) im Auftrag des Bundesministeriums fur Gesundheit,
Bonn, durchgefihrt.

* Seit 01.11.2002 Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR). Unser herzlicher Dank gilt Herrn Prof. Dr.
R. Helmuth, Direktor des Nationalen veterindrmedizinischen Referenzlabors fur Salmonellen, fir die
Durchfihrung der Untersuchungen und Zurverfigungstellung der Ergebnisse.
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Die Schlachtung der Tiere erfolgte mittels CO,-Betdubung und anschliefendem
Blutentzug am liegenden Tierkdrper. Dem schloss sich eine Vorreinigung der
geschlachteten Tiere in einer Burstenwaschmaschine an. Das Brihen der Tierkdrper
erfolgte vertikal in einem Spruhbriahtunnel. Die Tierkérper wurden anschlieRend auf
einem Kratztisch liegend manuell nachbehandelt. Diese ,unreine Seite” der
Fleischgewinnungslinie wurde mit der Durchfiihrung von Augen- bzw. Ohren-
ausschnitt abgeschlossen. Im Anschluss wurden die Tierkdérper durch einen
Sengofen und einen Peitschenwascher gefihrt.

An der ersten Arbeitsposition der ,reinen Seite” erfolgte zunachst die Eviszeration
der Bauchhéhlenorgane, an der zweiten Position wurden die Brusthéhlenorgane
entnommen. Die nachfolgende Spaltung der Tierkérper verteilte sich auf zwei
Positionen, bei denen der Tierkdrper erst bis zum Ende der Brustwirbelsaule in der
Medianlinie geteilt wurde (Spaltung Tierkérper) und im Anschluss Halswirbelsaule
und Kopf gespalten wurden (Spaltung Kopf). Anschliel3end wurde das Flomen gel6st
und es erfolgte die amtliche Fleischuntersuchung des Tierkérpers parallel zu der
Untersuchung der zugehdrigen Organe.

Die Arbeitsschritte der ,reinen Seite” der Fleischgewinnungslinie wurden vollstandig
manuell durchgefihrt.

Die Reinigung und Sterilisation der verwendeten Messer erfolgte in Sterilisations-
becken, die den einzelnen Arbeitspositionen zugehdrig aufgestellt waren.

Die durchschnittliche Bandgeschwindigkeit lag bei etwa 120 Schweinen pro Stunde.
Von der Schlachtung eines Tieres bis zum Erreichen des Bandendes verstrichen

nach Angaben der Betriebsleitung im Durchschnitt 35 Minuten.

3.1.2 Gerate und Hilfsmittel zur Probenahme

Zur Beprobung der in der Schlachtlinie eingesetzten Handgerate wurden 10x10 cm
groBe Mullkompressen aus Verbandmull (Bezeichnung: ,mit eingeschlagenen
Schnittkanten®, ,8-fach gefaltet) der Firma Hartmann verwendet. Die Vorbereitung
der hier als Tupfer bezeichneten Kompressen erfolgte wie in Kapitel 7.1 beschrieben.
Die Gewinnung der Organproben erfolgte mit Hilfe steriler Pinzetten und Messer. Die
Instrumente wurden vor jeder Nutzung erneut sterilisiert, indem sie in 70%igen

Alkohol getaucht und anschliellend abgeflammt wurden.
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Das Probenmaterial wurde in sterilen, eindeutig gekennzeichneten Stomacher-
beuteln aufbewahrt, die mit den dazugehdérigen Bag-Clips verschlossen wurden.

Die Wasserproben aus den Sterilisationsbecken wurden mittels steriler
Einwegspritzen und Kanulen gewonnen. Die Wassertemperatur wurde mit einem
digitalen Thermometer mit Einstechfiihler gemessen.

Zur Ermittlung der Grolie der Messerflachen wurden die Messer auf ein Blatt Papier
gedriickt, welches auf einem Klemmbrett fixiert war. Die Silhouette der Messer wurde

dann mit einem wasserfesten Stift nachgezeichnet.

3.1.3 Ndhrmedien, Chemikalien und Reagenzien

Die Lagerung und Entsorgung aller Nahrmedien, Chemikalien und Reagenzien

erfolgte nach den Vorgaben der Hersteller.

3.1.31 Ndhrmedien, Chemikalien und Reagenzien fiir phdnotypische

Untersuchungen

Die Medien zur kulturellen Anzuichtung der untersuchten Mikroorganismen wurden in
der laboreigenen Medienkiiche vorschriftsgemal vorbereitet und in sterile
Petrischalen aus Kunststoff bzw. sterile Glasréhrchen mit autoklavierbaren Watte-
stopfen oder Kapsenbergkappen gegossen. Tabelle 3.1 zeigt eine Aufstellung dieser
Nahrmedien und den entsprechenden Verwendungszweck. Eine Beschreibung der
zu Grunde liegenden Rezepturen ist dem Anhang (Kapitel 7.3) zu entnehmen.

Die zur phanotypischen Charakterisierung der Zielkeime verwendeten Chemikalien
und Reagenzien sind im Anhang unter Punkt 7.3 aufgefiihrt.

Néhrmedien, Chemikalien und Reagenzien, die bei den Untersuchungen im
Nationalen  veterinarmedizinischen  Referenzlabor fir  Salmonellen  des
Bundesinstituts fir gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinarmedizin
verwendet wurden, sind in den dortigen Laborunterlagen festgehalten und werden

hier nicht gesondert aufgefuhrt.
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Tabelle 3.1: Eingesetzte Nahrmedien und ihre Verwendung

Nahrmedium

Quelle

Verwendung

Asculin-Bouillon

Rezeptur siehe Anhang

(Kapitel 7.3)

Asculinabbau

Arginin-Bouillon nach SCHUBERT

Merck Art. Nr. 13892

Argininabbau

BPLS-Agar (Brilliantgriin-Phenolrot-
Lactose-Saccharose)

Merck Art. Nr. 7237

festes Selektivmedium fur den
Salmonella-Nachweis

Diasalm nach VAN NETTEN und
VAN DER ZEE

Merck Art. Nr. 9803

halbfestes Selektivmedium flr den
Salmonella-Nachweis

Casein-Pepton-Hefeextrakt-
Glucose-Agar (Plate-Count-Agar)

Merck Art. Nr. 5463

Bestimmung der Gesamtkeimzahl im
Plattengussverfahren

Harnstoff-Bouillon

Merck Art. Nr. 8483

Harnstoffspaltung

Low-Melting-Point-Agarose

Fa. AMRESCO/Ohio

PFGE

Lysin-Eisen-Agar

Merck Art. Nr. 1640

Lysindecarboxylasen,
H,S-Bildung

Malonat-Phenylalanin-Bouillon nach
SHAW und CLARK

Merck Art. Nr. 5419

Malonatverwertung,
Phenylalanindesaminierung

MLCB-Agar
(Mannit-Lysin-Kristallviolett-
Brilliantgrin)

Oxoid CM 783

festes Selektivmedium fur den
Salmonella-Nachweis

MRYVP-Bouillon
(Methylrot-VOGES-PROSKAUER)

Merck Art.Nr. 5712

Voges-Proskauer-Test,
Methylrotprobe

NaCl-Pepton

nach amtlicher Samm-

lung § 35 LMBG

Verdinnungslésung, Voranreicherung
Salmonella

Nitrat-Bouillon

Merck Art. Nr. 10204

Nitratreduktion, (Indolbildung)

O/ F - Medium nach HUGH und
LEIFFSON

Merck Art. Nr. 10282

oxidativer und fermentativer Abbau
von Kohlenhydraten

O/ F - Medium nach HUGH und
LEIFFSON mit Ornithin

Merck Art. Nr. 10282
mit Zusatz Ornithin

Ornithindecarboxylase

Phenolrot-Bouillon(Basis) mit
diversen Kohlenhydraten'

Merck Art. Nr. 0987

Kohlenhydratabbau

Physiologische Kochsalzlésung

Verdinnungslésung

Salmonella-Anreicherungsbouillon
nach RAPPAPORT

Merck Art. Nr. 10236

selektive Anreicherung von
Salmonella spp.

SIMMONS-Citrat-Agar

Merck Art. Nr. 2501

Verwertung von Citrat als einziger
Kohlenstoffquelle

SIM-N&hrboden

Merck. Art.Nr. 5470

Sulfidbildung, Indolbildung,
Beweglichkeit

Standard-I-N&hragar

Merck Art. Nr. 7881

Reinkultivierung, Differenzierung,
Aufbewahrung, Anzucht fur PFGE

TBG-Bouillon
(Tetrathionat-Brilliantgrun-Galle-
Anreicherungs-Bouillon)

Merck Art.Nr. 5172

selektive Anreicherung von
Salmonella

TSI-Agar
(Triple-Sugar-Iron)

Merck Art. Nr. 3915

Glucosespaltung, Lactosespaltung,
Gasbildung, H,S-Bildung

VRBD Agar nach MOSSEL
(Kristallgrun-Neutralrot-Galle-
Glucose)

Merck Art. Nr. 10275

Erfassung von Enterobacteriaceae

" Adonit, L (+)Arabinose, Dulcit, myo-Inosit, D(-)Mannit, Raffinose-Pentahydrat, L(+)Rhamnose-

Monohydrat, Salicin, D(-)Sorbit
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3.1.3.2 Ndhrmedien und Chemikalien fiir genotypische Untersuchungen

Medien, die bei der PFGE -eingesetzt wurden, sind ebenfalls in Tabelle 3.1
aufgefuhrt.

Die Chemikalien und Reagenzien, die bei der Pulsfeld-Gelelektrophorese verwendet
wurden, finden sich in Tabelle 3.5 (Kapitel 3.2.5.3) und im Anhang (Kapitel 7.3).

3.2 Methoden

3.2.1 Vorbereitende MaBnahmen und Untersuchungen

Das hohe Probenaufkommen insgesamt und je Probenahmetag machte es
erforderlich, mehrere Personen an der Aufarbeitung der Proben zu beteiligen. In
Folge dessen war die korrekte und einheitliche Anwendung der Labortechniken im
Rahmen der internen Qualitatssicherung bei allen beteiligten Personen zu sichern.

Die ausfihrliche Darstellung der Vorgehensweise ist im Anhang dem Kapitel 7.1 zu
entnehmen. Mit der Durchfuhrung der Vorversuche sowie der Vorbereitung des

ersten Probenahmetages wurde im November 1998 begonnen.

3.2.2 Probenumfang, Probenahmedesign, Transport

Die Probenahme erstreckte sich Uber einen Zeitraum vom Frihjahr 1999 bis zum
Frihjahr 2000.

Die Probenahmetage waren weitestgehend gleichmaRig Uber den Probenahme-
zeitraum verteilt, wobei nicht weniger als zwei und nicht mehr als sechs
Kalenderwochen zwischen den einzelnen Probenahmetagen lagen. Die Zeitraume
dazwischen wurden zur Nachbereitung der vorangegangenen und zur Vorbereitung
der kommenden Probenahme genutzt. Tabelle 3.2 zeigt den genauen Zeitplan der

Probenahmen.
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Tabelle 3.2: Probenahme-Termine

Probenahme- Kalender- | Probenahme- Kalender-

tag Datum woche tag Datum woche
1 08.03.1999 10 8 27.09.1999 39
2 12.04.1999 15 9 18.10.1999 42
3 03.05.1999 18 10 08.11.1999 45
4 07.06.1999 23 11 29.11.1999 48
5 28.06.1999 26 12 13.12.1999 50
6 09.08.1999 32 13 24.01.2000 4
7 30.08.1999 35 14 14.02.2000

Die Probenahme erfolgte nach einem festgelegten Grundmuster sieben Mal je

Probenahmetag. Die Probenahmen bezogen sich auf die Positionen:
e FEviszeration der Bauchhéhle
e Spaltung des Tierkérpers
e Fleischuntersuchung des Tierkdrpers

e Fleischuntersuchung der Organe

An diesen Positionen wurden im laufenden Betrieb die jeweils verwendeten
Handgerate (Messer bzw. Beil) vor Gebrauch, also unmittelbar nach Entnahme aus
dem Sterilisationsbecken, beprobt sowie unmittelbar nach Gebrauch und bevor das
Handgerat erneut in das Sterilisationsbecken verbracht wurde.

Zusatzlich wurden an den jeweiligen Positionen diejenigen Tierkdrperteile bzw.
Organe beprobt, die mit dem beprobten Messer bzw. Beil in Kontakt gekommen
waren, um an jeder Probenahmeposition einen geschlossenen Arbeitskreislauf
erfassen zu kénnen.

Nach diesem Prinzip wurde an jeder Probenahmeposition je Tag sieben Mal
vorgegangen. Daraus ergibt sich fur die einzelnen Probenahmepositionen die

folgende Liste an Probenmaterialien (ndhere Beschreibung siehe Kapitel 3.2.3).
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e FEviszeration

Messer vor Gebrauch, Messer nach Gebrauch, Bauchlappen

e Spaltung des Tierkérpers

Beil vor Gebrauch, Beil nach Gebrauch, Rickenspeck

e Fleischuntersuchung des Tierkdrpers
Messer vor Gebrauch, Messer nach Gebrauch, Tonsillen, NIl. mandibulares,

Bauchlappen

e Fleischuntersuchung der Organe

Messer vor Gebrauch, Messer nach Gebrauch, AuRen, Herz Anschnitt

Zusatzlich wurde an den Positionen Eviszeration, Fleischuntersuchung des
Tierkérpers und Fleischuntersuchung der Organe jeweils zu Beginn des
Untersuchungstages, vor dem vierten Probendurchgang und nach Beendigung der
Probenahme die nicht Gerat fihrende Hand des Personals beprobt, die an den
Positionen der Fleischuntersuchung mit einem Kettenhandschuh geschutzt war. An
jedem der Probenahmetage wurde an diesen Positionen zudem einmal Wasser aus

den Sterilisationesbecken gewonnen.

Die Bandgeschwindigkeit in der Fleischgewinnungslinie machte es maéglich, bei der
Beprobung einen Tierkdrper Uber zwei Probenahmepositionen hinweg zu verfolgen.
Demnach kénnen bei jedem der sieben Probenahme-Abfolgen die Proben an den
Positionen der Eviszeration und der Spaltung einem Tierkdrper zugeordnet werden.
Ebenso stammen die Proben von den Positionen der Fleischuntersuchung des
Tierkérpers und der Organe von einem Tierkérper. Je Probenahmetag wurden also
14 Tierkorper bzw. deren unmittelbares Umfeld Uber einen bestimmten Ablauf der

Fleischgewinnungslinie beprobt (s. Abb. 3.1 und Tab. 3.4).

Abbildung 3.1 zeigt eine schematische Darstellung der Probenahme an einem

Probenahmetag.

61



Eigene Untersuchung

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung des Probenahmedesigns

7 x

}
|:> Eviszeration
Messer vor Gebrauch, Messer nach
Gebrauch, Bauchlappen
|:> Spaltung des Tierkorpers
Beil vor Gebrauch, Beil nach Gebrauch,
Rickenspeck

7 X

Fleischgewinnungslinie

|:> Fleischuntersuchung des Tierkérpers

Messer vor Gebrauch, Messer nach

Gebrauch, Tonsillen, von den hier

untersuchten Tierkdrpern: NII.

mandibulares, Bauchlappen

|:> Fleischuntersuchung der Organe
Messer vor Gebrauch, Messer nach
Gebrauch, Herz auf3en, Herz Anschnitt

3 x Handflache / Kettenhandschuhe
1 x Wasser der Sterilisationsbecken
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Die Anzahl der Proben an den jeweiligen Probenahmetagen sowie die Gesamt-
probenzahl sind der Tabelle 3.3 zu entnehmen. Aus der Tabelle geht auch hervor, ob
es sich jeweils um eine destruktive Probenahme oder eine Oberflachenbeprobung

mittels Tupfer gehandelt hat (genaue Vorgehensweise: Kapitel 3.2.3).

Tabelle 3.3: Probenanzahl und Probenahmetechnik

Zahl der Zahl/
Probe- Probe- | Anzahl [n] .
nahme- nahme- gesamt Destruktion | Tupfer
tag_;e1 tag_;2
- Wasser Steribecken 14 1 14 X
% Handflache 14 3 42 X
E Messer vor Gebrauch 14 7 98
;;j Messer nach Gebrauch 14 7 98 X
Bauchlappen 14 7 98 X
o Spaltbeil vor Gebrauch 14 7 98 X
>
= | Spaltbeil nach Gebrauch 14 7 98 X
o
)
Ruckenspeck 14 7 98 X
Wasser Steribecken 14 1 14 X
5 Kettenhandschuh 14 3 42 X
g Messer vor Gebrauch 14 7 98 X
o E Messer nach Gebrauch 14 7 98 X
c
2| 5 [Tonsillen 14 7 98 x
% Y| Nil.mandibulares 14 7 08 X
.§ Bauchlappen 14 7 98 X
c
2 Wasser Steribecken 14 1 14 X
[&]
'% o | Kettenhandschuhe 14 3 42 X
2 c
TS % Messer vor Gebrauch 14 7 98 X
g Messer nach Gebrauch 14 7 98 X
o | Herz AuRen 14 7 98 X
Herz Anschnitt 14 7 98 X
Gesamtprobenzahl 1.638 588 1.008

! Zahl der Probenahmetage, an denen die betreffenden Proben genommen wurden.
2 Anzahl der Proben, die jeweils an einem Probenahmetag gewonnen wurden = Probendurchgang
Steribecken = Sterilisationsbecken, FIU = Fleischuntersuchung

Es wurde ein Kennzeichnungssystem aus Farben, Buchstaben und Ziffern erarbeitet,
welches eine eindeutige Kennzeichnung der Proben am Ort der Entnahme ebenso

sicherte, wie die Zuordnung zu den Positionen und Durchgangen. Zudem war so im
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Labor eine schnelle Zuteilung der Proben an die jeweils fur die Aufbereitung
verantwortlichen Personen mdglich, da die Probennummern an allen
Probenahmetagen nach dem gleichen Schema verteilt wurden, und auch die
laborinternen Arbeitsgruppen immer fur die Aufbereitung der Proben desselben
Ziffernkreises gleichbleibend verantwortlich waren.

In Tabelle 3.4 ist dargestellt, wie sich die Probenummern an einem Probenahmetag
einzelnen Positionen bzw. Probenmaterialien und den beprobten Tierkdrpern

zuordnen.

Die Lagerung der Proben wahrend der Probenahmen und der (unverziigliche)
Transport erfolgten in Kilhlboxen mit Kihlelementen. Die Zeitspanne zwischen der
Entnahme der Probe und dem Beginn ihrer Aufbereitung hat in keinem Falle einen

Zeitraum von 3 - 4 Stunden Uberschritten.
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3.2.3 Gewinnung der Proben von den Gerateoberflichen (Tupferproben)

Die auf der reinen Seite der Schlachtlinie verwendeten Messer und das jeweils
eingesetzte Handbeil wurden mittels bereitgelegter Tupfer beprobt. Die Vorbereitung

der Tupfer erfolgte wie in Kapitel 7.1 beschrieben.

Messer: Probenahme und Darstellung der Messerflachen

Die Probenahme bei den Messern erfolgte an den in 3.2.2 aufgefihrten Positionen
jeweils unmittelbar nachdem die Messer den Sterilisationsbecken entnommen
worden waren (noch vor erneuter Nutzung; Bezeichnung: ,vor Gebrauch®) und
unmittelbar nach ihrem Gebrauch (noch von erneuter Sterilisation; Bezeichnung:
,nach Gebrauch®). Die Messer wurden dabei jeweils von der Gerate flihrenden
Person mit einer Seite am angebotenen Tupfern abgestreift. Sofort im Anschluss
wurde der Tupfer ohne weitere Berlihrung in einen sterilen und eindeutig
gekennzeichneten Stomacherbeutel verbracht und darin bis zur Aufbereitung der

Proben aufbewahrt.

Am Ende des Untersuchungstages wurden an den Positionen Eviszeration der
Bauchhoéhle, Fleischuntersuchung Tierkérper und Fleischuntersuchung Organe die
Umrisse der dort verwendeten Messer festgehalten und gekennzeichnet. Die
FlachengréRen wurden errechnet und daraus fir jede der Probenpositionen eine
durchschnittiche Messerflache ermittelt. Die Daten wurden an jedem der 14
Probenahmetage erhoben. Da jede Position Uber zwei Messer verfugte, ergaben sich
je Position und Probenahmetag zwei Einzelwerte. Innerhalb einer Position wurde
jeweils der Mittelwert aller Einzelwerte aus allen Probenahmetagen gebildet. Aus den
Mittelwerten der Positionen Fleischuntersuchung Organe und Fleischuntersuchung
Tierkérper wurde ein gemeinsamer Mittelwert fur die Messerflachen an der Position
Fleischuntersuchung gebildet. Dieser Mittelwert dient als BezugsgroRe fir die

Berechnung des Keimgehaltes auf den Messern an der jeweiligen Position.

Handbeile
Die Probenahme von den Handbeilen bei der Tierkérperspaltung erfolgte jeweils
unmittelbar nachdem das Handbeil dem Sterilisationsbecken enthommen worden

war (noch vor erneuter Nutzung; Bezeichnung: ,vor Gebrauch®) und unmittelbar nach
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seinem Gebrauch (noch von erneuter Sterilisation; Bezeichnung: ,nach Gebrauch®).
Die Handbeile wurden dabei jeweils von der Gerate fihrenden Person mit einer Seite
Uber die gesamte Schneidenlange an den angebotenen Tupfern abgestreift. Sofort
im Anschluss wurde der Tupfer ohne weitere Berlhrung in einen sterilen und
eindeutig gekennzeichneten Stomacherbeutel verbracht und darin bis zur

Aufbereitung der Proben aufbewahrt.

Kettenhandschuhe/Handflache

Die nicht Gerat fiuhrende Hand des Personals wurde jeweils zu Beginn eines
Untersuchungstages, nach Probendurchgang 4 sowie nach Beendigung der tbrigen
Probenahmen an den Arbeitspositionen  Eviszeration (der Bauchhéhle)”,
,Fleischuntersuchung Organe“ und ,Fleischuntersuchung Tierkérper® beprobt. Die
Probenahme erfolgte durch Tupfer. Dabei haben die Arbeitskrafte die dargebotenen
Tupfer in der Hand grindlich gewalkt, wobei auf eine gréRtmdogliche
Beruhrungsflache geachtet wurde. Unmittelbar im Anschluss wurde der Tupfer ohne
weitere Beriihrung in einen sterilen und eindeutig gekennzeichneten Stomacher-
beutel gegeben und darin bis zur Aufbereitung der Proben aufbewahrt.

Bei den Teilschritten der Fleischuntersuchung waren die beprobten Hande durch
Schnittschutz-Kettenhandschuhe mit untergezogenem Kunststoffhandschuh ge-
schitzt. Die Hande des Personals an der Position Eviszeration der Bauchhéhle

waren ungeschitzt.

3.2.4 Gewinnung der Proben von Geweben und von Wasserproben

Gewinnung der Wasserproben aus dem Sterilisationsbecken

Wasserproben aus den Sterilisationsbecken wurden an jedem Probenahmetag
jeweils nach dem vierten Probendurchgang an den Positionen Eviszeration der
Bauchhoéhle, Fleischuntersuchung Tierkérper und Fleischuntersuchung Organe
mittels steriler Einwegspritzen enthommen. Die Einwegspritzen wurden verschlossen
sowie eindeutig gekennzeichnet und bis zur Aufbereitung in einem sterilen
Stomacherbeutel aufbewahrt.

Jeweils am Ende des Probenahmetages wurden an den Positionen Eviszeration

Bauchhoéhle, Fleischuntersuchung Tierkérper und Fleischuntersuchung Organe die
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Wassertemperaturen mit Hilfe eines digitalen Thermometers mit Einstechfihler

gemessen und dokumentiert.

Gewinnung der Gewebeproben
Die Gewinnung der Organproben erfolgte destruktiv, d.h. die Organe bzw.

Tierkérperteile wurden mit sterilen Werkzeugen von den Tierkérpern entnommen.

Eine Probe vom Bauchlappen der Schlachttierkérper wurde sowohl im
Arbeitsabschnitt der Eviszeration gewonnen als auch bei der Position Fleisch-
untersuchung Tierkérper. Mittels einer sterilen Pinzette und eines sterilen Messers
wurde hierbei von der Schnittkante der eréffneten Bauchdecke ein etwa 3 cm breiter
und 20 cm langer Streifen entfernt. Der Bauchlappen wurde ohne weitere Beriihrung
in einen sterilen und gekennzeichneten Stomacherbeutel verbracht und darin bis zur

Aufbereitung aufbewahrt.

Nach der Spaltung der Tiere wurde an der Schnittkante in Héhe der Lenden-
wirbelsaule mittels einer sterilen Pinzette und eines sterilen Messers ein etwa 3 cm
breiter und 20 cm langer Streifen des Rickenspecks (einschlieBlich Haut, Unterhaut
und Muskulaturbereich) entfernt. Die Probe wurde ohne weitere Beruhrung in einen
sterilen und eindeutig gekennzeichneten Stomacherbeutel gegeben und darin bis zur

Aufbereitung der Proben aufbewahrt.

Die Tonsillen wurden im Zuge der amtlichen Fleischuntersuchung durch das
Untersuchungspersonal entfernt. Die untersuchende Person gab die jeweils
entfernten Tonsillen in einen dargebotenen, gekennzeichneten Stomacherbeutel, in

dem die Probe bis zur Aufbereitung verblieb.

Der im Rahmen der amtlichen Fleischuntersuchung angeschnittene Mandibular-
lymphknoten (NIl. mandibulares) wurde mit Hilfe einer sterilen Pinzette und eines
sterilen Messers abgetrennt und in einen gekennzeichneten Stomacherbeutel

gegeben, in dem die Probe bis zur Aufbereitung verwahrt wurde.

Das Herz wurde im Anschluss an die Untersuchung vollstdndig mit einem sterilen
Stomacherbeutel umhullt und dann mit einem sterilen Messer vom Geschlinge
abgetrennt, so dass das Organ in Ganze und ohne beriihrt zu werden in den Beutel
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gleiten konnte. Bis zur Aufbereitung der Probe verblieb das gesamte Herz in dem
Stomacherbeutel.

Fur die weitere Aufbereitung der Probe wurde der Bereich des Anschnitts steril
entnommen und separat in den Untersuchungsgang eingefiuihrt. So entstanden je

entnommenem Herzen die Proben ,Herz AuRen” und ,Herz Anschnitt.

3.2.5 Mikrobiologische Untersuchungen

Gegenstand der mikrobiologischen Untersuchungen der gewonnenen Proben war
die Bestimmung der aeroben Gesamtkeimzahl, die quantitative Erfassung der

Enterobacteriaceae sowie die qualitative Untersuchung auf Salmonella.

Die Vorbereitung der Proben (Vorzerkleinern und Durchmischen) sowie das Her-
stellen der Erstverdiinnung mit NaCl-Pepton erfolgte nach der amtlichen Sammlung
von Untersuchungsverfahren nach §35 LMBG (L 06.00-16).

Die Tupfer aus der Beprobung der Gerateoberflachen wurden zur Herstellung der

Erstverdiinnung (Verdiinnungsstufe 10°) in 100 mI NaCl-Pepton dispergiert.

Das Wasser der Sterilisationsbecken sowie das Brilhwasser galten ohne weitere

Verduinnung jeweils als Erstverdiinnung (Verdiinnungsstufe 10°).

Die Gewebeteile wurden eingewogen und mit der 9-fachen Menge (Verhaltnis 1:10)
an NaCl-Pepton homogenisiert.

Dem Herzen wurde zuvor die Region um den Anschnitt wahrend der
Fleischuntersuchung steril entnommen und damit (,Herz Anschnitt*) entsprechend
verfahren. Der Stomacherbeutel mit dem gesamten Restherz wurde mit 100 ml NaCl-

Pepton aufgefillt, was ebenfalls der Erstverdiinnung entsprach.

Falls Untersuchungsmaterial wegen grélierer Ausgangsmengen im Verhaltnis 1:5

eingewogen wurde, ist dies bei der Berechnung der Gesamtkeimzahl beriicksichtigt.
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Der Tabelle 3.5 ist eine Zuordnung der Proben zu den jeweiligen
Untersuchungszielen zu entnehmen.
Tabelle 3.5: Mikrobiologische Parameter
aerobe GKZ Enterobacteriaceae | Salmonella
Wasser Steribecken X X X
§ | Handflache X X
g Messer vor Gebrauch X X X
L% Messer nach Gebrauch X X X
Bauchlappen X
o | Spaltbeil vor Gebrauch X X X
% Spaltbeil nach Gebrauch X X X
@ Rickenspeck X
Wasser Steribecken X X X
Kettenhandschuh X X
g Messer vor Gebrauch X X X
- % Messer nach Gebrauch X X X
25 _
'-';'-_’ = | Tonsillen X
2 NIl.mandibulares X
% Bauchlappen X
é Wasser Steribecken X X X
% Kettenhandschuhe X X
* § Messer vor Gebrauch X X X
S Messer nach Gebrauch X X X
N Herz AuRRen X
Herz Anschnitt X

GKZ = Gesamtkeimzahl; Steribecken = Sterilisationsbecken
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3.25.1 BezugsgroRen

Die jeweilige BezugsgréRRe der quantitativen Ergebnisse (aerobe Gesamtkeimzahl
und Enterobacteriaceae) war in den hier beschriebenen Versuchen von Proben-

material zu Probenmaterial unterschiedlich:

Messer. Bei den untersuchten Messern bezieht sich die ermittelte Gesamtkeimzahl
auf 1 cm? der Messerschneideflache. Dazu wurde die ermittelte Keimzahl pro ml
zunachst mit dem Faktor 100 multipliziert (um auf die gesamte gewonnene
Keimmenge in der Flussigkeit hoch zu rechnen) und die errechnete Gesamtkeimzahl
durch die Durchschnittsflache der Messer an der betreffenden Position dividiert.

Die Durchschnittsflache an der Position Eviszeration betrug 25,27 cm? und an den

Positionen Fleischuntersuchung (der Organe und der Tierkorper) 26,94 cm?.

Handbeile: Auch die auf den Handbeilen ermittelten Keimzahlen beziehen sich auf 1
cm? der Schneideflaichen und wurden zunachst mit dem Faktor 100 multipliziert.
Dieses Zwischenergebnis wurde anschlielRend durch die durchschnittliche Grélie der
beprobten Beilschneideflache dividiert. Die durchschnittliche Beilschneideflache
errechnete sich aus der Schneidenlange des Beils von 35 cm, uber die je zwei cm

der Klingenhéhe mit den Tupfern in Berihrung gekommen sind.

Kettenhandschuhe/Hénde: Die im Tupfer enthaltenen Keime wurden zur

Probenaufbereitung in 100 ml Verdinnungsflissigkeit dispergiert, was der
Verdinnungsstufe 10° entspricht. Als BezugsgroRe dient hier also 1 ml

Dispergierflussigkeit.

Sterilisationsbecken: Die Angabe des Keimgehaltes erfolgt hier in Bezug auf 1 ml.

Bei den untersuchten Organen und Tierkérperteilen (Bauchlappen, Rickenspeck,

Tonsillen, Mandibularlymphknoten, Herz Aufen und Anschnitt) wurde keine

quantitative Untersuchung durchgefiihrt.
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3.2.5.2 Ermittlung der aeroben Gesamtkeimzahl

Die quantitative Erfassung der aeroben Keimzahl erfolgte gemall der amtlichen
Sammlung von Untersuchungsverfahren nach §35 LMBG (L06.00-18) auf
Caseinpepton-Glucose-Hefeextrakt-Agar im Plattengussverfahren.

Dazu wurde zunachst aus jeder Erstverdinnung eine Reihe von Dezimalver-
dinnungen entsprechend der amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren
nach §35 LMBG (L 06.00-16) angelegt bis zu der Verdinnungsstufe 107°.

Zur Bestimmung der aeroben Gesamtkeimzahl im Plattengussverfahren nach der
amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach §35 LMBG (L 06.00-18)
wurde aus jeder der angelegten Verdinnungsstufen jeweils im Doppelansatz 1 ml
Flussigkeit in sterile, leere Petrischalen vorgelegt und mit jeweils 15-20 ml flussigem
Agar (ca. 45°C) uUbergossen. Es folgte eine griindliche Durchmischung der
Flissigkeiten durch horizontales Bewegen und Kreisen der Petrischale.

Die mit dem Probenmaterial versehenen Platten wurden bei einer Temperatur von

30°C uber 72 Stunden bebrutet und anschlieBend ausgewertet.

Die Auswertung der Platten erfolgte gemalf den Vorgaben der amtlichen Sammlung
von Untersuchungsverfahren nach §35 LMBG (L 06.00-18). Dabei wurden die beiden
Platten benachbarter Verdiunnungsstufen herangezogen, die mit 1-300
Koloniebildenden Einheiten (KbE) gleichmalig bewachsen waren. Die beiden Platten
einer der beiden Verdiinnungsstufen sollten 30-300 KbE aufweisen.

Es kamen je Probe vier Platten zu Auswertung. Zur héheren Verdinnungsstufe hin
sollte ein kontinuierlicher Abfall (log 10) des Bewuchses zu erkennen sein. Beachtet
wurde auch die vergleichbare Keimzahl auf den parallelen Platten.

Die Dokumentation der Ergebnisse erfolgte auf einheitlichen Formblattern, die dem

Anhang (Kapitel 7.4) zu entnehmen sind.
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Der Berechnung des gewichteten Mittelwertes lag folgende Gleichung zugrunde:

c= 2

nl*x1+n2*x0,1

wobei ¢ : gewichteter Mittelwert der Koloniezahlen
2¢ : Summe der Kolonien aller Platten beider Verdiinnungsstufen,
die zur Berechnung herangezogen werden (niedrigste und
nachst héhere auswertbare Verdiinnungsstufe)
ns : Anzahl der ausgewerteten Platten der niedrigeren Verdiinnungsstufe

n2 : Anzahl der ausgewerteten Platten der héheren Verdinnungsstufe

Die errechneten Werte beziehen sich auf die niedrigere der ausgewerteten
Verdunnungsstufen.

Die Keimzahl pro g oder ml ergab sich durch die Multiplikation des gewichteten
Mittelwertes mit dem reziproken Wert der zu Grunde liegenden Verdiinnungsstufe.
Die Angabe erfolgte als 10er Potenz mit je einer Dezimalstelle vor und nach dem

Komma. Die Daten wurden anschliel3end logarithmiert.

Die untere Nachweisgrenze im Plattengussverfahren liegt fiur unverdiinnte
homogenisierte Proben bei 1,0 x 10° KbE/ml und fiir verdinnte homogenisierte
Proben bei 1,0 x 10" KbE/ml.

3.2.5.3 Untersuchung auf Enterobacteriaceae

Die Bestimmung des Gehaltes an Enterobacteriaceae erfolgte im Spatelverfahren

nach den Vorgaben des internen Laborbuches.

Zur Aufbereitung der Proben wurde zunachst aus jeder Erstverdiinnung eine Reihe
von Dezimalverdiinnungen bis zu der Verdinnungsstufe 10" entsprechend der
amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach §35 LMBG (L 06.00-16)

angelegt.
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Die Bestimmung der Anzahl an Enterobacteriaceae erfolgte jeweils im Plattendoppel-
ansatz auf VRBD-Agar nach MOSSEL. Hierzu wurden aus jeder der angelegten
Verdunnungsstufen je 0,1 ml Flussigkeit auf die Mitte einer Agarplatte gegeben und
im Anschluss mittels eines sterilen Drigalsky-Spatels gleichmaRig verteilt.

Die Bebrutung der beimpften Nahrbdéden erfolgte Uber 48 Stunden bei 37°C. Die
Ergebnisse der Auswertung wurden auf einheitlichen Vorlagen dokumentiert, die im

Anhang (Kapitel 7.4) dargestellt sind.

Um bei einer quantitativen Auswertung der Agarplatten zu gewahrleisten, dass
ausschliellich Enterobacteriaceae erfasst wurden, mussten Kolonien biochemisch
als den Enterobacteriaceae zugehdérig bestatigt werden, auch wenn deren \Wachstum
auf VRBD-Agar nach MOSSEL Enterobacteriaceae-typisch bzw. -verdachtig war.

Hierzu wurden morphologisch verdachtige Kolonien zunachst auf Standard-I-N&ahr-

agar Uberimpft und 24 Stunden bei 37°C bebritet, um eine Reinkultur anzuziichten.

Zur mikroskopischen Bestétigung der verdachtigen Keime wurde aus der Reinkultur
ein Praparat angefertigt, wobei soviel Koloniematerial in einem Tropfen steriler
Kochsalzlésung auf einem fettfreien und sauberen Glasobjekttrager ausgestrichen
wurde, dass eine leichte Tribung auftrat. Nach Lufttrocknung wurde das Praparat
durch dreimaliges Fuhren durch eine Flamme hitzefixiert. Die Farbung des

Praparates erfolgte nach GRAM.

Zur biochemischen Bestétigung verdachtiger koloniebildender Einheiten wurden aus
der Reinkultur der Nachweis der Cytochromoxidase gefuhrt und die Fahigkeit zum
Nitratabbau in der Nitrat-Bouillon sowie zur oxidativen bzw. fermentativen Ver-
wertung von Glucose im OF-Medium nach HUGH und LEIFFSON (Merck 10282)
Uberpruft.

Verdachtige koloniebildende Einheiten vom VRBD-Agar nach MOSSEL waren dann
als Enterobacteriaceae bestatigt, wenn die Mikroorganismen im Rahmen der
mikroskopischen und biochemischen Bestatigungsreaktionen nach dem in Tabelle

3.6 aufgeflhrten Schema reagierten.
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Tabelle 3.6: Reaktionsschema der Enterobacteriaceae

Oxidative und
Farbung nach Oxidase | Nitratabbau fermentative
Gram Verwertung von
Glucose
Enterobacteriaceae | gramnegativ (rot) | negativ positiv (positiv / positiv)

Die Berechnung des gewichteten Mittelwerts der so bestatigten Enterobacteriaceae
erfolgte nach derselben Formel wie die Berechnung der aeroben Gesamtkeimzahl.

Die Keimzahl pro g oder ml ergibt sich beim Spatelverfahren durch die Multiplikation
des gewichteten Mittelwertes mit dem reziproken Wert der zu Grunde liegenden
Verdinnungsstufe +1. So wurde bericksichtigt, dass beim Spatelverfahren mit 0,1 ml
nur 1/10 der beim Plattengussverfahren eingesetzten Probenmenge (1ml) verwendet

wird.

Die untere Nachweisgrenze beim Oberflachenspatelverfahren liegt bei weniger als

1,0 X 10?2 KbE/ml, woraus sich in der Auswertung folgender Sonderfall ergibt:

Platte 1 Platte 2
Verdiinnungsstufe 10° 0 1

Bei einem solchen Ergebnis ist zwar die untere Nachweisgrenze der eingesetzten
Methode unterschriten (0,5 x 10" = 50 x 10°, aber die Anwesenheit von
Enterobacteriaceae in der Probe trotzdem gegeben. In diesem Falle wurde auf eine
Angabe der Anzahl von Enterobacteriaceae verzichtet, eine qualitative Aussage
jedoch vorgenommen.

Die entsprechende Vorlage zur Dokumentation der Anwesenheit von

Enterobacteriaceae ist dem Anhang (Kapitel 7.4) zu entnehmen.
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3.2.5.4 Untersuchung auf Salmonella

Der Nachweis von Salmonella erfolgte nach dem in der amtlichen Sammlung von
Untersuchungsverfahren nach §35 LMBG (L 00.00-20) beschriebenen Verfahren.
Eine schematische Darstellung des Untersuchungsganges ist dem Anhang zu

entnehmen.

Voranreicherung

Zur erforderlichen Voranreicherung wurden die Proben im Verhaltnis 1:10 in sterilem
NaCl-Pepton homogenisiert bzw. in 100 ml NaCl-Pepton dispergiert. Es folgte eine
Bebritung bei 37°C Uber 16-20 Stunden.

Hauptanreicherung und Isolierung

Zur Hauptanreicherung der Proben wurde Salmonella-Anreicherungsbouillon nach
RAPPAPORT (Merck Art. Nr. 10236) und TBG- (Tetrathionat-Brilliantgrin-Galle-
Anreicherungs-) Bouillon (Merck Art. Nr. 5172) verwendet.

9,9 ml der Salmonella-Anreicherungsbouillon nach RAPPAPORT wurden mit 0,1 ml
des zuvor bebriteten sowie grundlich geschittelten Voranreicherungsmediums
beimpft. 90 ml der TBG-Bouillon wurden mit 10 ml des Voranreicherungsmediums
versetzt.

Die Salmonella-Anreicherungsbouillon nach RAPPAPORT wurde bei 42°C bebritet,
die TBG-Bouillon bei 37°C.

Zur Isolierung von Salmonella wurden aus jedem der Hauptanreicherungsmedien
sowohl BPLS-Agar (Merck Art. Nr. 7237) als auch MLCB-Agar (Oxoid CM 783)
(Selektivmedien fiir Salmonella) im fraktionierten (Drei-Osen-) Ausstrich beimpft.
Dieser Selektionsschritt erfolgte nach 24stiindiger und nach 48stiindiger Bebritung
der Hauptanreicherungsmedien. Die Bebriutung der beimpften Selektivmedien
erfolgte jeweils fur 24h bei 37°C.

Beginnend mit dem sechsten Probenahmetag wurde Diasalm nach VAN NETTEN
und VAN DER ZEE (Merck Art. Nr. 9803) als zuséatzliches Medium zur Identifizierung
von Salmonella verwendet. Hierbei wurde der Nahrboden direkt aus dem

Voranreicherungsmedium beimpft und nach 24 Stunden Bebritung bei 43°C
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ausgewertet. Verdachtige Kolonien wurden im Anschluss auf BPLS- und MLCB-
Nahrmedien Uberimpft und parallel zu den Ubrigen verdachtigen Kolonien weiter

differenziert.

Biochemische Differenzierung

Zur Anzichtung einer Reinkultur wurden zunéchst von allen Selektivmedien die nach
abgeschlossener Bebriitung morphologisch verdachtigen Kolonien auf Standard-I-
Nahrboden Uberimpft und 24h bei 37°C bebritet.

Morphologisch Salmonella spp. verdachtige Kolonien wurden einer kleinen Reihe
von Tests zur biochemischen Identifizierung von Salmonella unterzogen (Tabelle
3.7). Die Vorlage zur Dokumentation der Ergebnisse findet sich im Anhang in Kapitel
7.4.

Tabelle 3.7: Verhalten von Salmonella in ausgewahlten biochemischen Tests
(Kleine biochemische Reihe)

Parameter verwendetes Medium S?Imonella SPPp.
-typischeReaktionen

Acetoinbildung : 22°C: negativ
(Voges-Proskauer-Reaktion) MRVP-Bouillon 37°C: negativ
Beweglichkeit SIM-Agar positiv
Gasbildung TSI-Agar positiv
Glucosevergarung TSI-Agar, Hochschicht positiv
H,S-Bildung TSI-Agar, SIM-Agar positiv
Indolbildung SIM-Agar negativ
Lactose- N .
Saccharosevergarung TSI-Agar, Schragflache negativ
Lysindecarboxylase- Lvsin-Agar Hochschicht: positiv
Nachweis y 9 Schrégflache: positiv
Methylrot-Test
(Dextrose-Verwertung mit MRVP-Bouillon positiv
starker Saurebildung)
Urease-Nachweis Harnstoff-Bouillon negativ

Mikroorganismen, die sich sowohl in der kleinen biochemischen Reihe Salmonella-
verdachtig zeigten als auch in der Agglutination mit omni- und polyvalentem Serum
positiv reagierten, wurden weiterfihrenden biochemischen Tests (GroRe
biochemische Reihe zur ldentifizierung von Salmonella) unterzogen (Tabelle 3.8).

Die Vorlage zur Dokumentation der Ergebnisse findet sich in Kapitel 7.4.
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Tabelle 3.8. Verhalten von Salmonella spp. in ausgewahlten biochemischen
Tests (grolRe biochemische Reihe)

Parameter verwendetes Medium S_a Imonella SPp.
-typische Reaktionen
Asculin-Abbau Asculin-Bouillon negativ
Arginin Abbau 'gg'_'nll-,néEORL.llluon nach positiv / negativ
R-Galaktosidase-Aktivitat ONPG-Scheiben positiv / negativ
Citrat-Verwertung SIMMONS-Citrat-Agar positiv
Adonit: negativ
L(+)Arabinose: positiv
Kohlenhydratspaltung: Dulcit: positiv / negativ
myo-Inosit: positiv / negativ
Adonit, L(+)Arabinose, Dulcit, | Phenolrot- Bouillon (Basis) | D(-)Mannit positiv
myo-Inosit, D(-)Mannit, mit Zusatz verschiedener | Raffinose-
Raffinose-Pentahydrat, Kohlenhydrate Pentahydrat: negativ
L(+)Rhamnose-Monohydrat, L(+)Rhamnose-
Salicin, D(-)Sorbit Monohydrat: positiv
Salicin: negativ
D(-)Sorbit: positiv
Malonat-Phenylalanin- - )
Malonat-Verwertung Bouillon nach SHAW UND positiv / negativ
CLARK
Methylrot-Test )
(Dextrose-Verwertung mit MRVP-Bouillon positiv
starker Saurebildung)
OF-(Oxidation-
Ornithin-Decarboxylase Fermentation) positiv / negativ
Testnahrboden nach HUGH
und LEIFFSON mit Ornithin
Phenylalanin-Desaminase- Malonat-Phenylalanin- '
Nachweis Bouillon nach SHAW UND negativ
CLARK

Serologische Differenzierung

Bei der serologischen Differenzierung erfolgte die Bestatigung von Keimen, die sich
in der kleinen biochemischen Reihe als Salmonella-verdachtig gezeigt hatten, mit
omni- und polyvalenten Seren.

Die serologische Bestimmung der Salmonella-Antigene und damit die endgiltige
Bestatigung und Einteilung in weitere Untergruppen/Serotypen erfolgte bei Keimen,
die auch in der gro3en biochemischen Reihe Salmonella verdachtig waren.

Die letztendlich vollstandige serologische Differenzierung erfolgte durch das
Nationale veterindrmedizinische Referenzlabor fur Salmonellen des Bundesinstituts

fur gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinarmedizin (BgVV) in Berlin.
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Resistenzbestimmung

Die Bestimmung der Antibiotikaresistenzen wurde im Zuge der serologischen
Charakterisierung im Nationalen veterindrmedizinischen Referenzlabor fur
Salmonellen des damaligen Bundesinstituts fur gesundheitlichen Verbraucherschutz
und Veterinarmedizin (BgVV) in Berlin durchgefiihrt. Die im Rahmen der
Resistenzbestimmung getesteten Antibiotika sind in Kapitel 2.4.1 und in Tabelle 2.13

aufgefuhrt.

Phagentypisierung

Die Phagentypisierung als weitere Methode zur Ermittlung und Beschreibung des
phanotypischen Erscheinungsbildes von Mikroorganismen wurde ebenfalls im
Nationalen veterindrmedizinischen Referenzlabor fiur Salmonellen des damaligen
Bundesinstituts fir gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinarmedizin
(BgVV) in Berlin durchgefiihrt.

Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)

Die genotypische Charakterisierung der Salmonella-positiven Isolate erfolgte nach
MASLOW et al. (1993) unter Bertcksichtigung der Vorgaben nach MATUSHEK et al.
(1996) zu einem verkirzten Vorgehen mit den Makrorestriktionsenzymen Xbal, Binl
und Spel der Firma Roche Diagnostics GmbH, Mannheim im Labor des Instituts fur
Fleischhygiene und -technologie der Freien Universitat Berlin. Bis zur dieser
molekularbiologischen Untersuchung, die zwischen Juli 2001 und Mai 2003 stattfand,
wurden die Isolate mittels Micobank™ (Prolab Inc., Ontario, Canada, Prod. No. PL
160) bei -20°C gelagert.

Xbal erkennt in der Salmonella-DNA die Sequenz T/CTAGA und schneidet den DNA-
Strang an der durch den Schragstrich bezeichneten Stelle zwischen Thymin und
Cytosin. BInl schneidet entsprechend die Sequenz C/CTAGG, und Spel erkennt die
Sequenz A/CTAGT (ROCHE 1999).

Die Zusammensetzungen der Lésungen und Puffer, die bei der PFGE verwendet

wurden, sind der Tabelle 3.9 zu entnehmen. Hieraus erkldaren sich auch die

Abkurzungen, die bei der Beschreibung der Durchfihrung der PFGE Verwendung
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finden. Weitere Chemikalien und Reagenzien, die bei der Durchfihrung der PFGE

verwendet wurden, sind in Kapitel 8.3.3 aufgefihrt.

Tabelle 3.9: Zusammensetzungen der bei der PFGE verwendeten Lésungen und
Puffer

Lésung/Puffer Verwendungschritt Zusammensetzung

10 mM Tris-HCI, 1 M

PIV — Lésung' Zell-Lysis NaCl, pH 8,0

6 mM Tris-HCI, 100 mM
EDTA (Titriplex Il), pH 7.6,
1 M NaCl, 0.5% Brij 58,
0.2% Na-Desoxycholat,
0.5% Na-Laurylsarkosin,
60 yg RNase /ml, 1 mg
Lysozym / ml (ggf.
speziesspezifisches
Lysisenzym)

Lysis — Lésung Zell-Lysis

0,5 M EDTA (Na-frei,
Titriplex II), 1 % Na-

ES — Puffer Deproterinisierung laurylSarkosin, pH 9,0

ES-Puffer (s. 0.) +
ESP — Lésung Deproterinisierung Proteinase K (1 mg/ml)

10 mM Tris-HCI, 1 mM
Nax-EDTA (Titriplex IlI),

TE — Puffer Waschen der Bléckchen
pH 7,5

0.9 M Tris + 0.9 M Borat +
4 mM Nax-EDTA (Titriplex

TBE — Puffer Gelherstellung lll), pH 8.5

"Hier ist die Bezeichnung der Lésung eigenstandig und erklart sich nicht aus der
Zusammensetzung

Zur Aufbereitung der DNA wurden die Zellen aus einer 24h-Kultur in 1,2%ige Low-
Melting-Point (LMP)-Agarose (Fa. AMRESCO, Solon/Ohio) eingebettet und fiir 18-24
Stunden mit Lysislésung bei 37°C lysiert.

Zur Deproteinisierung wurden die DNA-haltigen, in ES-Lésung gewaschenen
Agaroseblécke mit ESP-Lésung (enthalt 1 mg/ml Proteinase K) versehen und bei
50°C fur mindestens 17 Stunden inkubiert. Das griindliche Waschen der Blécke
erfolgte in TE-Puffer.
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Zur Restriktion der aufgereinigten DNA wurden Teile (ca. 4-5 x 10 mm) der
Agaroseblécke jeweils mit den entsprechenden Mengen der verwendeten Enzyme
versetzt (Xbal: 60 U/ Probe, Binl: 30 U/Probe, Spel: 40 U/Probe) und fur 18-24
Stunden im Thermomixer bei 37°C inkubiert.

Zur Durchfuhrung der PFGE wurden die Agarosebldécke mit der gespaltenen DNA in
ein Gel aus 1,2% LMP-Agarose in TBE-Puffer gegeben, an welches bei einer
Temperatur von 12°C fir 30 Stunden eine elektrische Spannung von 200V angelegt
wurde (Hula Gel HG 1000, Hoefer). Die Pulszeiten im ,counter-clamped-
homogeneous electric field* (CHEF) wurden schrittweise wie folgt verandert: Zu
Beginn erfolgte innerhalb von 15 Stunden die Senkung der Pulsfrequenz von 5
Sekunden auf 60 Sekunden. Nach weiteren 15 Stunden betrug die Pulsfrequenz 90
Sekunden.

Als molekulare Marker dienten zwei Marker der Firma Sigma, Taufkirchen, welche
die Bereiche von 0,1 - 200 kB und von 225 - 2200 kB abdecken.

Das fertige Gel wurde mit Ethidiumbromidlésung (0,5 ug/ml) gefarbt, gewassert und
unter 302 nm UV-Licht mit einer INTAS-Digitalkamera fotografiert.

Die genaue Anleitung zur laboriiblichen Vorgehensweise ist als Ubersicht im Anhang

der Tabelle 7.2.2 zu entnehmen.

Auf jedem Gel wurden Kontroll- bzw. Referenzstamme mitgefuhrt. Tabelle 3.10. zeigt

die eingesetzten Referenzstdmme und deren Herkunft.

Tabelle 3.10: Bezeichnung und Herkunft der verwendeten Referenzstdmme

Bezeichnung | Serotyp Herkunft

STSAL 131 | S. Infantis 160/93, Kot, Henne, BGA" 14.10.93

STSAL 304 | S. Infantis Y1/1610/11, LUA? Niirnberg, 1994

STSAL434 | S. Infantis 0:6,7, Vet. UA® Krefeld, 1993

STSAL 489 | S. Infantis 822/83, Org. Rind, BGA, 1993

DSM 55697 S. Typhimurium Deutsche Stammsammlung fur Zellkulturen
und Mikroorganismen, Braunschweig

DSM 9898" | S. Enteritidis Deutsche Stammsammlung fir Zellkulturen
und Mikroorganismen, Braunschweig

"BGA = Bundesgesundheitsamt; > LUA = Landesuntersuchungsamt
*Vet. UA = Veterinarmedizinisches Untersuchungsamt
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Der Auswertung der Bandenmuster erfolgte visuell und die Bewertung nach den
Kriterien von TENOVER et al. (1995).

Die Benennung der Bandenmuster wurde mit einer Kombination aus einem
Buchstaben und einer Zahl vorgenommen. Der Buchstabe bezeichnet das bei der
Herstellung der Muster eingesetzte Restriktionsenzym (X fur Xbal, B fir Binl und Sp
fur Spel). Die Ziffer wurde fortlaufend zugeteilt, wobei identische Bandenmuster auch
identisch bezeichnet wurden. Bandenmuster, die sich durch zwei oder mehr
genetische Events unterschieden (siehe Kapitel 2.4.2.3), wurden mit
unterschiedlichen Ziffern versehen. Die Reihenfolge der Bezifferung driickt keine
Wertung aus.

Eine einzelne genetische Abweichung (ein genetisches Ereignis) als Zeichen fiur eine
nahe Verwandtschaft der Stdmme fihrte bei der Benennung der Muster zur
Beistellung einer weiteren Ziffer. So unterscheidet sich beispielsweise Muster X-1
von Muster X-1-1 durch ein genetisches Ereignis und Muster X-1-2 von X-1 durch ein

andersartiges genetisches Ereignis.
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3.3 Ergebnisse

Nachfolgend werden die Ergebnisse der in Kapitel 3.1. und 3.2 beschriebenen
Untersuchungen dargestellt.

3.31 Messerflichen

Um eine Bezugsgrofle fur die von den Messern gewonnenen Proben bzw. fur die
ermittelten Keimzahlen zu erhalten, wurde zunachst die SchneidflachengréRe der
untersuchten Messer dokumentiert. In Tabelle 3.11 sind die gemessenen Flachen in
cm? der Messerschneiden aufgefiihrt, die an den Positionen Eviszeration,
Fleischuntersuchung (FIU) Tierkérper und Fleischuntersuchung Organe zum Einsatz

kamen.

Tabelle 3.11: Messeroberflachen in cm? (an den Positionen Eviszeration,
Fleischuntersuchung (FIU) Tierkérper und Fleischuntersuchung

Organe)
Probenahmetag Eviszeration FIU Tierkorper FIU Organe
1 25,75 22,5 26,5 28 17,5 26,75
2 30,75 | 26,25 29,5 26 24 30
3 25 29 22 18,5 14,75 33,25
4 17,75 | 26,25 12,5 21,5 24,75 32
5 20,5 20 14,5 19 45,75 445
6 20 20 38,75 39,25 16 25
7 22,25 -* 36,75 -* 37 -*
8 21 17,75 40,25 44 26 28
9 25,25 25 12,5 33,5 41,75 33,25
10 24.5 25,5 33,75 38,25 24 28
11 34 33,5 38 16,25 22,25 22,5
12 29 32,75 27,75 12,75 25,75 20,5
13 33 31,5 24,25 13,75 25,5 21,5
14 25 18,75 21 10,5 35,25 30,25
Mittelwert [cm?] 25,27 25,89 27,99
26,94

* Es lag kein Messer zur Ermittlung der Messerflache vor.
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Am siebenten Probenahmetag konnte je Position nur ein Wert erhoben werden, da
an den jeweiligen Arbeitsplatzen nur ein Messer vorhanden war.

Der als BezugsgroRe fur die quantitative Auswertung dienende Mittelwert an der
Position Eviszeration betrug 25,27 cm?. An den Positionen Fleischuntersuchung der
Tierkérper bzw. Fleischuntersuchung der Organe betrugen die Mittelwerte 25,89 cm?
bzw. 27,99 cm? Daraus ergibt sich ein gemeinsamer Mittelwert fur Position

Fleischuntersuchung allgemein von 26,94 cm?.

3.3.2 Wasser

3.3.21 Temperaturen in den Sterilisationsbecken

Tabelle 3.12 zeigt die Ergebnisse der Temperaturmessungen des Wassers der
Sterilisationsbecken an den Positionen Eviszeration, Fleischuntersuchung
Tierkérper, Fleischuntersuchung Organe sowie des Sterilisationsbeckens fir die

Handbeile bei der Spaltung.

Tabelle 3.12: Wassertemperaturen der Sterilisationsbecken in °C an verschiedenen
Arbeitspositionen

Probenahmetag | Eviszeration Tierll:(léjrper FIU Organe Spaltung
1 86,2 86 93,1 -*
2 87,6 82,8 82,4 70,9
3 73 79,1 91,3 80,4
4 86,1 81,6 88,9 -*
5 85,4 81,7 88,5 83
6 76,5 77 96,9 81,6
7 -* 69,8 90,4 -*
8 86,1 79,2 49,9 79,6
9 90,7 77,9 50,3 80,7
10 90 82,2 60,9 77
11 88,6 82,9 87,8 62,1
12 86 82,5 87,3 77
13 87,2 80,4 97,9 80,3
14 88,9 81,9 84,3 63,2
Mittelwert 85,6 °C 80,4 °C 82,1°C 76,0 °C

* Es war kein Wasser in den Sterilisationsbecken vorhanden.
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Am ersten, vierten und siebenten Probenahmetag sowie im Sterilisationsbecken der
Messer an der Position der Eviszeration am siebenten Probenahmetag befand sich

kein Wasser in den Sterilisationsbecken.

Die durchschnittliche Temperatur im Sterilisationsbecken bei der Eviszeration lag bei
85,6°C, die Messwerte schwankten zwischen 73°C und 90,7°C.

An der Position Fleischuntersuchung Tierkérper waren Werte zwischen 69,8 °C und
86°C messbar bei einem Mittelwert von 80,4°C.

Die Messwerte an der Arbeitsposition Fleischuntersuchung Organe lagen zwischen
49,9°C und 97,9°C. Der entsprechende Mittelwert betrug 82,1°C.

Die Wassertemperatur im Sterilisationsbecken der Spaltbeile betrug durchschnittlich
76,0°C, die Messwerte lagen zwischen 62,1°C und 83°C.

3.3.2.2 Keimzahlen in den Sterilisationsbecken

Im Wasser fast aller Sterilisationsbecken konnten im gesamten Verlauf der
Probenahmen keine Mikroorganismen ermittelt werden. Bei diesen Proben lag das
Ergebnis unterhalb der unteren Nachweisgrenze von 1,0 x 10° KbE/ ml Wasser.

Ausnahmen bildeten am Probenahmetag 9 das Wasser der Becken an den
Positionen Fleischuntersuchung Tierkérper mit einer Keimzahl von 1,99 log/ml und

Fleischuntersuchung Organe mit 3,59 log koloniebildenden Einheiten/ ml.

3.3.3 Mikrobiologische Ergebnisse (quantitativ)
3.3.31 Aerobe Gesamtkeimzahl
3.3.3.11 Messer

Die unmittelbar nach der Entnahme aus dem Sterilisationsbecken untersuchten
Messer sind im Text als ,Messer vor Gebrauch® bezeichnet. Messer, die unmittelbar
nach ihrer Nutzung, also noch vor erneutem Verbringen in das Sterilisationsbecken,

beprobt wurden, werden mit ,Messer nach Gebrauch” bezeichnet. Tabelle 3.13 zeigt
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die aerobe Gesamtkeimzahl auf diesen Messern an den verschiedenen Positionen
vor sowie nach ihrem Gebrauch in log koloniebildender Einheiten (KbE)/cm? und die

jeweilige prozentuale Keimbelastung.

Tabelle 3.13: Mittlere aerobe Gesamtkeimzahl von Messern vor und nach dem
Gebrauch an den Positionen Eviszeration, Fleischuntersuchung
Tierkérper und Fleischuntersuchung Organe in log KbE/cm?
Messerflache (jeweils n = 98) und die jeweilige prozentuale
Angabe der bakteriologisch positiven Befundung

M'itrt‘el';"e” Modiar | Mini- | Maxi- | Standard- %
gz mum mum | abweichung| Belastung
KbE/cm
c Messer
_g vor 2,73 2,58 1,60 5,82 0,78 63
g Gebrauch
N Messer
E nach 3,80 3,70 1,95 5,77 0,66 99
Gebrauch
5 Messer
o vor 3,20 3,18 1,70 5,67 0,83 67
| Gebrauch
o
- Messer
) nach 3,83 3,91 2,07 5,14 0,61 99
L | Gebrauch
o Messer
c vor 2,72 2,48 1,70 5,67 0,84 51
(3]
| Gebrauch
o Messer
E nach 3,35 3,35 1,57 5,25 0,72 95
Gebrauch

Beprobungsbereich Eviszeration

Die aerobe Gesamtkeimzahl aller an der Position der Eviszeration den
Sterilisationsbecken entnommenen Messer lag bei etwa 2,7 log/cm? Messerflache.
Nach dem Gebrauch erhohte sich die aerobe Gesamtkeimzahl auf ca. 3,8 Iog/cmz.
Der prozentuale Anteil der kontaminierten Messer vor dem Gebrauch lag bei 63%.

Nach dem Gebrauch waren mit 99% nahezu alle verwendeten Messer kontaminiert.
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Beprobungsbereich Fleischuntersuchung Tierkérper

Der aerobe Gesamtkeimgehalt der gerade dem Sterilisationsbecken entnommenen
Messer betrug 3,20 log/cm? Messerflache. Nach dem Gebrauch der Messer lag die
aerobe Gesamtkeimzahl bei 3,83 Iog/cmz. Der Anteil der kontaminierten

Messerflachen stieg von 67% vor dem Gebrauch auf 99% nach dem Gebrauch.

Beprobungsbereich Fleischuntersuchung Organe

Die Messer vor Gebrauch wiesen an dieser Arbeitsposition eine Belastung von 2,72
log/cm? auf. Nach dem Gebrauch lag die Belastung bei 3,35 log/cm? Messerflache.
Der Anteil kontaminierter Messer vor dem Gebrauch lag bei 51%. Nach dem

Gebrauch waren 95% der Messer kontaminiert.

3.3.3.1.2 Beile

Die zum Spalten der Schlachttierkérper verwendeten Beile wurden unmittelbar vor
ihrem Gebrauch sowie unmittelbar nach ihrem Gebrauch beprobt. Die ent-
sprechende Bezeichnung erfolgte wie bei den Messern (Beil vor Gebrauch, Beil nach
Gebrauch).

Die Position Tierkérperspaltung verfugte Uber ein Sterilisationsbecken, welches zum
Zeitpunkt der beschriebenen Probenahmen wahrend der Probenahmetage nicht
benutzt wurden. Das Personal beschrankte sich darauf, die Schneideflachen des
Beiles unter flieRendem Wasser im Handwaschbecken abzuspulen. Dies erfolgte

jedoch grindlich und gezielt von beiden Seiten.

Tabelle 3.14: Aerobe Gesamtkeimzahl auf den Beiloberflachen vor und nach dem
Gebrauch an der Position Tierkérperspaltung in log KbE/cm?
Messerflache (jeweils n = 98) und die jeweilige Angabe der
bakteriologisch positiven Befundung

Wittelwert | Mini- | Maxi- | Standard- %
in log Median ich Bel
KbE/cm? mum | mum |abweichung| Belastung
Beil
o vor 2,69 2,57 1,15 5,28 0,86 92
2| Gebrauch
S Beil
(7] nach 2,69 2,56 1,28 5,48 0,77 95
Gebrauch
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Die aerobe Gesamtkeimzahl auf den Oberflachen der verwendeten Beile (vergl.
Tabelle 3.14) lag vor und nach dem Gebrauch bei 2,69 log/cm?. Ein Anstieg der
Gesamtkeimzahl durch die Nutzung war nicht zu verzeichnen. Der Anteil der
kontaminierten Schneideflachen betrug bereits vor dem Gebrauch der Beile 92% und

nach dem Gebrauch 99%.

3.3.3.2 Enterobacteriaceae

Zusatzlich zu der Erfassung der aeroben Gesamtkeimzahl als Hinweis auf den
allgemeinen Hygienestatus wurde die Anzahl der Enterobacteriaceae als
Markerorganismen erhoben. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 3.15
zusammengefasst und mit den Ergebnissen der aeroben Gesamtkeimzahl als
Ubersicht aufgefiihrt.

Nachfolgend sind neben den durchschnittlichen Keimzahlen auch die prozentualen
Belastungen der Messer mit Enterobacteriaceae aufgefiihrt. Das Auftreten des unter
3.2.5.2 beschriecbenen Sonderfalls (Nachweis von Enterobacteriaceae in einer
Anzahl, die unterhalb der unteren Nachweisgrenze der Methode liegt) wird bei den
prozentualen Angabe der Ergebnisse bericksichtigt. Demnach schlieRt die Angabe
der prozentualen Belastung auch diejenigen kontaminierten Messer mit ein, bei
denen die Anzahl der Enterobacteriaceae unterhalb von 10? KbE pro cm? lag. Die
Angaben zur durchschnittlichen Belastung beziehen sich hingegen nur auf Proben,
bei denen die Enterobacteriaceae-Anzahl oberhalb der unteren Nachweisgrenze des

Spatelverfahrens lag.
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3.3.3.2.1 Messer

Beprobungsbereich Eviszeration

An der Position Eviszeration waren 5,1% (5 von 98 Proben) der untersuchten Messer
vor dem Gebrauch mit Enterobacteriaceae belastet. Der durchschnittliche
Enterobacteriaceae-Gehalt bei drei auswertbaren Proben lag bei 3,32 log KbE/cm?.
Nach dem Gebrauch waren 30,6% (30 von 98 Proben) der untersuchten Messer mit
Enterobacteriaceae kontaminiert, die quantitative Belastung lag bei 3,59 log KbE/cm?
(23 der untersuchten Proben) (vergl. Tab 3.15).

Beprobungsbereich Fleischuntersuchung Tierkérper

Die Belastung der Schneideflachen von drei auswertbaren Messern mit Entero-
bacteriaceae lag bei 2,83 log KbE/cm? vor dem Gebrauch und bei 3,02 log KbE/cm?
nach dem Gebrauch (21 von 98 Proben). Die prozentuale Keimbelastung stieg durch
den Gebrauch von 4,1% (4 von 98 Proben) auf 33,7 % (32 von 98 Proben) (vergl.
Tab 3.15).

Beprobungsbereich Fleischuntersuchung Organe

Auf einem der Messer vor Gebrauch waren 2,57 log KbE Enterobacteriaceae/cm?
nachweisbar. Damit war 1% der Messer mit Enterobacteriaceae belastet. Nach dem
Gebrauch konnten auf 26,5% (26 von 98 Proben) der untersuchten Messer
Enterobacteriaceae nachgewiesen werden. Die zwdlf auswertbaren Proben zeigten

eine durchschnittliche Belastung von 2,96 log KbE/cm? (vergl. Tab 3.15).

3.3.3.2.2 Beile

Auf den untersuchten Beilen an der Position Spaltung der Tierkérper waren vor dem
Gebrauch keine Enterobacteriaceae nachweisbar. Nach dem Gebrauch stieg bei
zwei Messern die Belastung der Schneidflachen auf 2,39 log KbE/cm?. Der Anteil der

belasteten Beile lag nach dem Gebrauch bei 2% (vergl. Tab 3.15).
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3.3.3.2.3 Handflachen / Kettenhandschuhe

Beprobungsbereich Eviszeration

Der Anteil der kontaminierten Handflachen lag hier bei 54,5% (23 von 42 Proben).
Bei 22 der Proben lag die durchschnittliche Belastung mit Enterobacteriaceae bei
2,56 log /ml Spilflissigkeit (vergl. Tab 3.15).

Beprobungsbereich Fleischuntersuchung Tierkérper
15 der 42 Proben waren mit durchschnittlich 2,84 log KbE/ml Enterobacteriaceae
belastet. Bei 38,1% (16 von 42 Proben) der untersuchten Kettenhandschuhe konnte

ein Enterobacteriaceae-Nachweis gefuhrt werden (vergl. Tab 3.15).

Beprobungsbereich Fleischuntersuchung Organe

Mit einem Enterobacteriaceae-Gehalt von 2,51 log KbE/ml waren an der Position
Fleischuntersuchung Organe 17 der 42 untersuchten Proben belastet. Insgesamt
wurden auf 47,6% der untersuchten Kettenhandschuhe (20 von 42 Proben)

Enterobacteriaceae nachgewiesen (vergl. Tab 3.15).
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3.34 Salmonella-Nachweise (qualitativ)

3.3.41 Anzahl, Anteil und Herkunft Salmonella-positiver Proben

Bei insgesamt 1.638 untersuchten Proben konnten aus 24 Proben Salmonellen
isoliert werden.

Von den Gerateoberflachen bzw. Fleisch beriihrenden Flachen konnten ebenso
positive Salmonella-Nachweise geflihrt werden wie von den untersuchten Tier-
kérperteilen bzw. Organen. Lediglich im Wasser der Sterilisationsbecken, von den
Schneideflachen der Spaltbeile und auf dem Rickenspeck wurde Salmonella an
keinem der Untersuchungstage nachgewiesen.

Tabelle 3.16 zeigt zunachst den prozentualen Anteil Salmonella-positiver Proben an

den einzelnen Probenahmepositionen.

Tabelle 3.16: Prozentualer Anteil Salmonella-positiver Proben

Gesamt-  Anzahl Prozentualer

proben-  positiver An.t?"
zahl Proben p;s;tb':;ﬁr
Gerite
Messer N = 588 2 0,3%
Handflache / Kettenhandschuhe N =126 5 4,0%
Spaltbeil N =196 0 -
Wasser der Sterilisationsbecken N =42 0 -
Tierkorper
Tonsillen N =98 5 5,1%
Bauchlappen N =196 6 3,1%
Lymphknoten N =98 1 1,0%
Ruckenspeck N =98 0 -
Organkonvolute
Herz N =196 5 2,6%
2: 24 o 1,46%

Im Bereich der Gerateoberflachen bzw. Fleisch beriihrenden Oberflachen traten bei

den Handflachen bzw. Kettenhandschuhen 4,0% Salmonella-positive Proben auf.
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Tabelle 3.17 zeigt, dass auf den Handflachen an der Position der Eviszeration sowie
auf den Kettenhandschuhen bei der Fleischuntersuchung der TierkGrper jeweils an
zwei Probenahmetagen Salmonella nachgewiesen werden konnte. Am 13.
Probenahmetag wurden aus einer Handflachen-Probe zwei Serovaren isoliert.
Beprobte Kettenhandschuhe im Bereich der Fleischuntersuchung der Organe waren
an einem der Probenahmetage Salmonella-positiv. Am 13. Probenahmetag waren
die Handflachen bzw. Kettenhandschuhe in allen drei untersuchten Teilbereichen mit
Salmonella belastet. Von den Kettenhandschuhen konnten ebenfalls zwei Serovaren
isoliert werden.

An zwei Probenahmetagen (4 und 9) konnten jeweils auf einem Messer vor
Gebrauch Salmonella nachgewiesen werden. Die Messer (vor Gebrauch) stammten

aus den Arbeitsbereichen Eviszeration und Fleischuntersuchung der Organe.

Tabelle 3.17: Auftreten Salmonella-positiver Proben in der Fleischgewinnungslinie
beim Schwein: Gerateoberflachen, Fleisch berihrende Oberflachen,
Wasser der Sterilisationsbecken

Anzahl Probe-
Salmonella- nahme- Serovar
positiver Proben tag
Sterilisationsbecken - - -
Eviszeration | Messer vor Gebrauch 1 4 S. Typhimurium
Messer nach Gebrauch - - _
Beil vor Gebrauch - - _
Spaltung Beil nach Gebrauch - - _
Sterilisationsbecken - - _
) FIU Messer vor Gebrauch - - _
Tierkorper
Messer nach Gebrauch - - _
Sterilisationsbecken - - _
FIU Messer vor Gebrauch 1 9
Organe S. ssp.l Rauform
Messer nach Gebrauch - - _
13 S. Typhimurium,
Handfldche, Eviszeration 2 S. ssp.l Rauform
14 S. Infantis
] 11 S. Typhimurium
Kettenhandschuh, FIU Tierkérper 2
13 S. Typhimurium
Kettenhandschuh, FIU Organe 1 13 S. Typhimurium,
S. ssp.l Rauform
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Im Bereich der Gewebeproben (vergl. Tabellen 3.16 und 3.18) konnten aus den

untersuchten Tonsillen in finf Fallen (verteilt auf die Probenahmetage 6, 10, 13, 14)
Salmonellen nachgewiesen werden. Das entspricht einem prozentualen Anteil von
5,1%.

4.1% der untersuchten Bauchlappen im Bereich der Eviszeration waren mit
Salmonellen kontaminiert. Die drei positiven Proben stammten von den
Probenahmetage 12, 13 und 14, wobei am 14. Tag in einer Probe zwei Serovaren
nachweisbar waren. Auch im Bereich der Fleischuntersuchung der Tierkérper konnte
auf drei der untersuchten Bauchlappen Salmonella nachgewiesen werden. Die
Salmonella-positiven Proben stammten von den Probenahmetagen 9, 10 und 14 und
machten einen prozentualen Anteil von 3,1% aus. Im Durchschnitt aller untersuchten

Arbeitsbereiche war bei 3,6% der Bauchlappen Salmonella nachweisbar.

Tabelle 3.18: Auftreten Salmonella-positiver Proben in der Fleischgewinnungslinie
beim Schwein: Gewebeproben

Anzahl
Salmonella- Probe-
positiver nahmetag Serovar
Proben
12 S. Enteritidis
14 S. ssp. | Rauform
S. Infantis
Spaltung | Riickenspeck - - -
6 S. Typhimurium
10 S. Infantis
Tonsillen 5 10 S. Infantis
FIU 13 S. Typhimurium
Tierkdrper 14 S. Infantis
Lymphknoten 1 14 S. Infantis
9 S. ssp. | Rauform
Bauchlappen 3 10 S. Infantis
14 S. ssp. | Rauform
10 S. Infantis
10 S. Infantis
FIU Herz AuBen 4 -
Organe 10 S. Infantis
14 S. Infantis
Herz Anschnitt 1 10 S. Infantis
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Auf den Aulienflachen von vier verschiedenen untersuchten Herzen aus den
Probenahmetagen 10 und 14 war Salmonella nachweisbar. An Probenahmetag 10
war auch ein Herzanschnitt Salmonellapositiv zu beurteilen. Insgesamt erwiesen sich
2,6% der untersuchten Herzproben als Salmonella positiv.

Am 14. Probenahmetag konnte im Bereich der Fleischuntersuchung der Tierkdrper in
einem der untersuchten Lymphknoten Salmonella nachgewiesen werden. Das

entspricht einem Anteil von 1,0%.

3.3.4.2 Phanotypische und genotypische Charakterisierung der

Salmonella-lsolate

Im Zuge der Bearbeitung einer Probe wurden an verschiedenen Punkten der
Anreicherung positive Isolate gewonnen. Die Untersuchungen dieser Isolate im
Nationalen veterindrmedizinischen Referenzlabor fur Salmonellen des damaligen
Bundesinstituts fur gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinarmedizin
(BgVV) in Berlin zeigten, dass innerhalb einer Probe verschiedene lIsolate mit
unterschiedlichen Serovarietaten und auch Resistenzmustern darstellbar waren.

In der Konsequenz wurden alle gewonnenen Isolate mit der PFGE untersucht, auch
wenn das Auftreten von unterschiedlichen Salmonellen innerhalb einer Probe nicht
die Kernfrage der vorliegenden Arbeit war. Kenntnis Uber die Eigenschaften aller
Isolate aus einer Probe waren jedoch erforderlich, um eine Aussage (ber
Unterschiede und Ubereinstimmungen von Salmonellen aus unterschiedlichen
Proben treffen zu kénnen.

In Tabelle 3.19 sind die Ergebnisse der genotypischen und phéanotypischen
Untersuchungen aller unterschiedlichen Isolate in einem Uberblick dargestellt. Fur
den Fall, dass innerhalb einer Probe mehrere identische Isolate darstellbar waren,

werden die Charakteristika dieser Isolate der Ubersicht halber nur einmal aufgefiihrt.
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Serovarietiten

Salmonella (S.) Typhimurium konnte in den Durchgangen 4, 6, 11 und 13 aus den
Probenmaterialien Messer vor Gebrauch (Eviszeration), Kettenhandschuh
(Fleischuntersuchung  Tierkérper), Bauchlappen (Eviszeration), Handflache
(Eviszeration), Kettenhandschuh (Fleischuntersuchung Tierkérper und Organe) und
Tonsillen nachgewiesen werden.

Salmonella Enteritidis konnte am Probenahmetag 12 aus den Bauchlappen bei der
Eviszeration isoliert werden.

Salmonella Infantis war an den Probenahmetagen 10 und 14 auf mehreren Proben
(Bauchlappen bei der Fleischuntersuchung der Tierkdrper und bei der Eviszeration,
Herz (AuBenflache und Anschnitt), Handflachen (Eviszeration), Tonsillen und
Lymphknoten nachweisbar.

Salmonella ssp. | Rauform: Hier kann wegen Strukturverdnderungen der
charakteristischen Lipopolysaccharid-Komplexe auf der Aulienwand der Zellen keine
Seroformel bestimmt werden. Diese nicht weiter identifizierbaren Subspezies
konnten an den Probenahmetagen 9, 13 und 14 von Messern vor Gebrauch
(Fleischuntersuchung Organe), von Bauchlappen (Eviszeration und
Fleischuntersuchung Tierkdrper), von den Handflachen (Eviszeration) sowie von den

Kettenhandschuhen (Fleischuntersuchung der Organe) isoliert werden.

Phagentypen

Am 4. Probenahmetag konnte S. Typhimurium DT 104 B low an der Position der
Eviszeration (Messer vor Gebrauch) nachgewiesen werden.

Der einzige Salmonella-positive Nachweis am Probenahmetag 11 zeigte die An-
wesenheit von S. Typhimurium DT 104 L auf den Kettenhandschuhen an der Posi-
tion der Fleischuntersuchung der Tierkdrper.

S. Tyhimurium DT 120 wurde am 6. Probenahmetag aus den Tonsillen nach-
gewiesen sowie am 13. Probenahmetag ebenfalls aus den Tonsillen, auf den
Bauchlappen bei der Eviszeration und von den Handflachen bzw. Kettenhand-
schuhen bei der Eviszeration bzw. bei der Fleischuntersuchung von Tierkérper und
Organen.

Am 13. Probenahmetag wurde zudem aus einer Tonsillen-Probe S. Typhimurium
U302 isoliert.
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Aus den Bauchlappen bei der Eviszeration konnte am 12. Probenahmetag S.

Enteritidis des Phagentyps PT 8 nachgewiesen werden.

Antibiotika-Resistenzen
Das Ausmal der Antibiotika-Resistenz der untersuchten Stamme war unterschiedlich
und reichte von einer vollstadndigen Sensibilitdt gegenliber den getesteten Antibiotika

bis hin zu Mehrfachresistenzen.

S. Typhimurium DT 104 B low aus dem 4. Probenahmetag wies Multiresistenz
gegenuber Ampicillin, Chloramphenicol, Streptomycin, Sulfonamid, Sulpha-

metoxazol/Trimethoprim, Tetracyclin und Trimethoprim auf.

S. Typhimurium DT 120 vom 6. Probenahmetag war lediglich gegentber Tetracylin

resistent.

Am 9. Probenahmetag konnten drei unterschiedliche Salmonella spp. | Rauform-
Isolate gewonnen werden, von denen jene aus den Bauchlappen bei der
Fleischuntersuchung der Tierkérper gemeinsame Resistenzen gegeniber den
folgenden Antibiotika aufwiesen: Ampicillin, Kanamycin, Streptomycin, Sulfonamid,
Tetracyclin.

Salmonella ssp. | Rauform von einem Messer (Fleischuntersuchung Organe, vor
Gebrauch) zeigte ebenfalls Resistenzen gegeniber Ampicillin, Kanamycin,

Streptomycin und Sulfonamid, jedoch nicht gegen Tetracyclin.

Von den Isolaten des 10. Probenahmetages wiesen vier Stdmme Resistenzen auf.
Sowohl bei einem Isolat vom Herzen (aul’en) als auch bei zwei Isolaten von
Tonsillen lag eine Resistenz gegeniber Sulfonamid und Tetracyclin vor. Ein Isolat

von einer weiteren Probe Herz aulen war resistent gegentiber Sulfonamid.

S. Typhimurium DT 104L vom 11. Probenahmetag zeigte Resistenzen gegeniber

Ampicillin, Streptomycin, Sulfonamid und Tetracyclin.

S. Enteritidis PT8 vom 12. Probenahmetag reagierte vollstdndig sensibel auf die

getesteten Antibiotika.
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Am 13. Probenahmetag waren alle S. Typhimurium DT 120-Isolate und ein S. ssp
Rauform-Isolat resistent gegentber Ampicillin, Streptomycin, Sulfonamid und
Tetrayclin.

S. Typhimurium U302 wies keine Resistenzen gegeniiber den getesteten Antibiotika

auf.

Am 14. Probenahmetag reagierten die untersuchten Isolate vorwiegend sensibel auf
die getesteten Antibiotika. Ausnahmen bildeten hier zwei Isolate von den

Handflachen mit einer Resistenz gegeniiber Tetracyclin.

Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)

Im Rahmen der PFGE wurden mit Binl funf, mit Xbal sechs und mit Spel sieben
verschiedene PFGE-Hauptmuster dargestellt. Die Anzahl der darstellbaren Banden
lag bei Xbal zwischen 10 und 14 in einem Bereich von 20-1500 kB. Mit dem Enzym
Binl konnten 5 bis 14 Banden in einem Kilobasenbereich von 20 kB bis 2000 kB
aufgetrennt werden. Mit Spel waren 12 bis 14 Banden von 30 bis 800 Kilobasen

darstellbar.

Bandenmuster der untersuchten Proben:
S. Typhimurium DT 104 B low vom 4. Probenahmetag zeigt die PFGE-Muster X6,
B10 und Sp9.

S. Typhimurium DT 120 von Probenahmetag 6 verfiigte Gber die Bandenmuster X1,
B1-3 sowie Sp1.

Am 9. Probenahmetag konnten bei den S. spp. | Rauform-Isolaten drei
unterschiedliche PFGE-Muster-Kombinationen dargestellt werden. Wahrend ein
Isolat die Musterkombination X1/B1/Sp2 aufwies, wichen die beiden anderen Isolate
davon geringfligig ab. Das zweite Isolat aus derselben Probe zeigte die
Musterkombination X1-2/B1/Sp1-1. Das lIsolat vom Messer vor Gebrauch zeigte
X1-1/B1-1/Sp1-1 als Bandenmuster.

Nahezu alle S. Infantis-Isolate des 10. Probenahmetages verfligten tber identische

PFGE-Bandenmuster (X3/B3/Sp3). Abweichungen ergaben sich bei einem Isolat
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vom Herzen (Auflen) und zwei Isolaten aus unterschiedlichen Tonsillen bei der
Fleischuntersuchung der Tierkdrper (X3/B3-2/Sp3). Bei einer weiteren Herz-Probe
konnte ein drittes Muster dargestellt werden (X3/B3-1/Sp3).

Am 11. Probenahmetag zeigte der einzige isolierte Salmonella-Stamm (S.
Typhimurium DT 104 L) das Bandenmuster X6/B10/Sp9.

S. Enteritidis PT8-Isolate des 12. Probenahmetages verfiugte Uber die PFGE-
Bandenmuster X2/B2/Sp4.

An Probenahmetag 13 konnten zwei unterschiedliche Bandenmusterkombinationen
dargestellt werden: Der tGberwiegende Teil der Isolate (S. Typhimurium) zeigte die
Bandenmuster X1/B1/Sp1. S. Typhimurium U302 verfugte Uber die Bandenmuster
X4/B4/Sp5.

An Probenahmetag 14 war ein Teil der Isolate nicht mehr anziichtbar, so dass keine
Untersuchung mit der Pulsfeld-Gelelektrophorese erfolgen konnte.

Bei den ubrigen Isolaten wurden drei verschiedene Bandenmusterkombinationen
nachgewiesen. Ein Isolat vom 14. Probenahmetag von den Handflachen bei der
Eviszeration zeigte die Musterkombination X3/B3/Sp3. Ein weiteres Isolate aus
derselben Probe sowie Isolate vom Herz (au3en) und einem Lymphknoten ergaben
das PFGE-Bandenmuster X3-2/B3/Sp3. Zwei (in der Serovarietat unterschiedliche)
Isolate aus einem Bauchlappen bei der Eviszeration sowie ein weiteres von einem
Bauchlappen eines anderen Tieres bei der Fleischuntersuchung der Tierkérper
verfugten Gber die Bandenmuster X3-1/B3/Sp3-1.
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4 Diskussion
4.1 Diskussion von Material und Methoden
411 Vorgehen bei Probenahme und Transport

Bei der Probenahme zur Untersuchung von Messern und Gerateoberflachen in der
Fleischgewinnung wurde haufig steriles Windeltuch verschiedener GréRe verwendet,
das vorher mit gepuffertem Peptonwasser sowie 0,1% Tween 80 befeuchtet worden
war und steril aufboewahrt wurde (THORBERG und ENGVALL 2001; GIOVANNACCI
et al. 2001; VON ALTROCK et al. 1999; HALD et al. 1999; VAN ELZEN und
SNIJDERS 1993). Bei HALD et al. (1999) erfolgte die Probenahme mit Tupfern, wie
sie bei VAN ELZEN und SNIJDERS (1993) beschrieben und im Jahr 2000 von
SWANENBURG speziell fur die Detektion von Salmonellen validiert worden ist.
THORBERG und ENGVALL (2001) nahmen ihre Proben nach einer Abwandlung der
SWANENBURG schen Vorgehensweise. Durch Voruntersuchungen hatten die
Autoren ebenfalls gewahrleistet, dass die von ihnen gewahlte Variante die gleiche
Effektivitat wie bei SWANENBURG (2000) aufwies (THORBERG und ENGVALL
2001).

In den hier beschriebenen Untersuchungen wurde Baumwollmull einer definierten
Grofe (10 x 10 cm) zur Herstellung der hier als Tupfer bezeichneten Vorrichtungen
zur Probenahme verwendet. Ebenso wie im wissenschaftlichen Schrifttum
beschrieben, erfolgte vor der Probenahme eine Befeuchtung der Tupfer und eine
sterile Verpackung, die eine Probenahme ohne unerwiinschte Kontamination der
Tupfer ermdéglichte. Im Rahmen eines Vorversuchs wurde die Tauglichkeit der
gewahlten Tupfermethode geprift und die Qualitat der Probenahme (Auffindung bzw.
Wiederfindung einer bekannten Menge von Salmonellen) bestatigt (vergl. Kapitel
7.1). Wie auch bei LIMPITAKIS et al. (1999) wurde auf die Beigabe von Detergentien
zur Befeuchtungsflissigkeit verzichtet, da die Probenahme bei laufendendem Betrieb

stattfand und riickstandsfrei gestaltet sein musste.

Um den Eingriff in den laufenden Betrieb méglichst gering zu halten, wurde jeweils
nur eine Seite der Messerklingen und der vordere Teil des Beils (entlang der

Schneide) beprobt. Da die durchschnittiche Flache aller in der Untersuchung
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gepriften Messer ermittelt worden war, war eine Rickrechnung auf die Gesamt-

messerflache mdglich.

Fur die Untersuchung der Handflachen von Mitarbeitern in der Fleischgewinnung
werden unterschiedliche Vorgehensweisen beschrieben:

In einer Untersuchung von KAMPELMACHER et al. (1961) haben die Mitarbeiter ihre
Hande in einen mit Flussigkeit gefullten Kunststoffnandschuh getaucht und die Hand
darin bewegt. Im Anschluss wurde die Flussigkeit in den Handschuhen auf
Salmonellen untersucht.

NORTJE et al. (1991) beprobten die Handflachen der Schlachthofmitarbeiter mittels
Abklatschverfahren durch eine Agar-Wurst. Ob so alle Teile der Handflache, die auch
mit den Tierkérpern in Kontakt kommen, erfasst wurden, geht aus der Versuchs-
beschreibung nicht hervor.

Das Eintauchen der Kettenhandschuhe in einen 500ml-Kolben mit 200 ml
Verdiinnungsflissigkeit und anschlieBendes 1-miniitiges Schiitteln war bei MULLER
(1994) die Vorgehensweise der Wahl. Als Bezugsgrofie diente hier das Gewicht des
Kettenhandschuhs.

Bei LIMPITAKIS et al. (1999) wurden die Hande des Schlachthofpersonals mit
vorbereiteten Gewebetupfern abgetupfert. Es wurde nicht weiter beschrieben, welche
Areale der Hand genau beprobt wurden.

Bei SWANENBURG et al. (2001) gaben sich Probennehmer (mit sterilen
Handschuhen) und Schlachthofmitarbeiter die Hande wahrend der Tupfer zwischen

die Hande gelegt war.

Die in der vorliegenden Arbeit angewandte Art der Probenahme von den
Handflachen der Mitarbeiter erfasst durch das Walken der feuchten Tupfer
vollstdndig die Teile der Handflache, die mit den Tierkérpern in Beriihrung kamen,
dariiber hinaus konnten jedoch keine weiteren Teile der Hand den Tupfer berthren.
Ebenso wie bei VON ALTROCK et al. (1999) wurde ausschliellich die Hand
untersucht, die nicht das Messer fiihrte, um die Produktionsbedingungen realistisch
wiederzuspiegeln. In welcher Art und Weise bei VON ALTROCK et al. (1999) die
Tupfer mit den Handflachen in Berihrung gebracht wurden, geht aus der

Beschreibung jedoch nicht hervor.
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Auf die Erfassung der Gesamtkeimzahl auf den Handflachen wurde in der
vorliegenden Arbeit verzichtet. Zwar existiert eine hinreichende Anzahl von
Veréffentlichungen zur Gesamtkeimzahl auf Handflachen (vorwiegend aus dem
Bereich der Krankenhaushygiene), deren Veranderung im Laufe der
Fleischgewinnung hier jedoch nicht den Kern der Fragestellung traf. Da
Enterobacteriaceae und Salmonellen jedoch wichtige Hygieneparameter darstellen,
wurden diese beiden Parameter erfasst, wie bei allen anderen Produkt beriihrenden

Oberflachen auch.

Nicht bei allen Studien werden Angaben zum Transport der Proben gemacht. DE
WIT und KAMPELMACHER (1981) transportierten ihre Tupferproben in Kiuhlboxen
ohne Kihlelement und konnten so an warmen Tagen (20-25°C Aulentemperatur)
eine Transporttemperatur von 8-14°C erreichen, an kalten Tagen (<20°C
Aulientemperatur) lag die Transporttemperatur bei 8-10°C. LIMPITAKIS et al. (1999)
hielten das Probenmaterial in isothermen GefalRen bis zur Aufbereitung kihl. Bei
HALD et al. (1999) wurde der Probentransport in der Regel bei 4-5°C vollzogen.
Wenn die Proben jedoch am Tag der Probenahme aufbereitet wurden, wurde nicht
notwendigerweise gekihlt.

GIOVANNACCI et al. (2001) transportierten die Tupferproben ebenfalls in Kiihlboxen

ohne weitere Hilfsmittel zum Ort der Aufbereitung, welche am gleichen Tag erfolgte.

Bei der vorliegenden Untersuchung erfolgte der Transport der Proben vom
Schlachthof zum Labor in sterilen Stomacherbeuteln, die max. 3-4 Stunden in einer
fest verschlossenen Kihlbox mit Kihlelementen aufbewahrt wurden. Dies
gewahrleistete, dass die Temperatur der Proben bis zur Aufbereitung nicht anstieg

und eine Verschiebung der Gesamtkeimzahl nicht zu erwarten war.

4.1.2 Auswahl der Untersuchungsverfahren

41.21 Kulturelle Untersuchungsmethoden

Fur die Untersuchung auf Salmonellen wurde die Vorgehensweise nach der
amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren §35 LMBG (L 00.00-20) gewabhlt,
ab dem 6. Probenahmetag erganzt um die Verwendung des DIASALM nach VAN
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NETTEN und VAN DER ZEE (Merck Art. Nr. 9803). Es handelt sich um ein
halbfestes Rappaport-Vassiliadis-Medium, welches durch spezifischen
Farbumschlag sowie einen Wachstumshof, der die Beweglichkeit von
Mikroorganismen darstellt, das Auffinden von Salmonellen um einen weiteren Faktor
erleichtert.

Zwar konnten im Rahmen der Untersuchung 17 Salmonella-Isolate von DIASALM
abgeimpft werden (siehe Tabelle 4.1), diese waren aber auch von MLCB oder BPLS
zu isolieren. Der vollstandige Rest der Salmonella-Stamme konnte nicht Uber
DIASALM erfasst werden.

Tabelle 4.1: Isolate, die auf DIASALM angeziichtet wurden

Probenahmetag Probenummer Herkunft der Probe
6 104 Tonsillen
104 Tonsillen
49 Bauchlappen
49 Bauchlappen
49 Bauchlappen
10 92 Herz
92 Herz
93 Herz
105 Tonsillen
11 64 Kettenhandschuh
12 46 Bauchlappen
46 Bauchlappen
46 Bauchlappen
13 60 Kettenhandschuh
110 Tonsillen
14 46 Bauchlappen
111 Lymphknoten
4.1.2.2 Molekularbiologische Untersuchungsmethoden: PFGE

Die Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) wird haufig fur die Charakterisierung von
Salmonellen eingesetzt, einige Autoren sprechen vom ,Goldstandard“ (OLIVE und
BEAN 1999). Dennoch sind die ermittelten D-Indizes (SIMPSON'S-Index of

Diversity, siehe Kap. 2.4) nicht als optimal zu bezeichnen (siehe Tabelle 2.14): In
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keiner der in Kapitel 2 gezeigten Untersuchungen lag der D-Index bei 1, was einer
100%igen Unterscheidungsfahigkeit entspricht.

Die PFGE wurde in verschiedenen Studien mit dem Einsatz anderer
molekularbiologischer Untersuchungsmethoden verglichen (MALORNY et al. 2001,
LACONCHA et al. 1999; LIEBISCH und SCHWARZ 1996). Trotz der bevorzugten
Verwendung als Goldstandard erwies sie sich nicht in allen Vergleichen als am
besten geeignet zur diskriminatorischen Untersuchung von Salmonellen (STANLEY
et al. 1995; THONG et al. 1995; LIN et al. 1996; AHMED et al. 2000; WEIGEL et al.
2004).

Der Einsatz der PFGE zur Feintypisierung von Salmonellen wird immer wieder,
insbesondere vor dem Hintergrund der hohen Klonalitdt der Mikroorganismen,
diskutiert: Salmonellen gelten als klonal und homogen, und sie sind genetisch stabil
(PRAGER und TSCHAPE 2003). Die Auswertung der PFGE ist vor diesem
Hintergrund vorzunehmen. Wegen der grundsatzlich vorliegenden engen
Verwandtschaftsverhaltnisse bei Salmonellen, muss die Abwesenheit von Unter-
schieden nicht gleichsam bedeuten, dass die Isolate identisch sind (SPRATT 2004;
WASSENAAR 2003). Bei LETELLIER et al. (1999) sowie LING et al. (1999) konnte
S. Typhimurium DT104 mit der Pulsfeld-Gelelektrophorese nicht weiter unterteilt
werden. STANLEY et al. 1995 konnten S. Panama als stark konservierten
Organismus mittels PFGE ebenfalls nicht weiter subtypisieren. Nach LIEBANA et al.
(2002) gerat die PFGE mit ihrer Aussagekraft bei S. Enteritidis an ihre Grenzen, und
es sind wirkungsvollere Untersuchungsmethoden zur Feintypisierung erforderlich.
Hier kommen die Untersuchung der ,Fluorescent Amplified Fragment-Length
Polymorphism“ (FAFLP) (SCOTT et al. 2001) oder die ,Random Amplification of
Polymorphic DNA" (RAPD) (LIN et al. 1996) in Betracht.

WASSENAAR (2003) fordert, dass die Differenzierung von Stdmmen grundsatzlich
auf zwei genotypischen Untersuchungsmethoden basieren sollte, um mit der einen

Methode Merkmale nachweisen zu kénnen, die mit der anderen unentdeckt bleiben.

Dennoch wird die PFGE als genotypische Untersuchungsmethode fiir Salmonellen
bei epidemiologischen Fragestellungen national und international bevorzugt
eingesetzt. Ein Beleg dafir ist die Tatsache, dass sich nach dem Centre of Disease
Control and Prevention (CDC) (WEIGEL et al. 2004; SWAMINATHAN et al. 2001) in
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den USA auch das "Forschungsnetzwerk Lebensmittelinfektionen in Deutschland",
aus dem das German-PulseNet hervorgegangen ist, fir den routinemafigen Einsatz
der PFGE zur Feintypisierung von  Salmonellen entschieden  hat
(http://www.foodborne-net.de). Auch im Nationalen veterindrmedizinischen Referenz-
labor fur Salmonellen wird die PFGE fiir die Untersuchung von Tier-, Lebens- und
Futtermittelisolaten herangezogen, auch um epidemiologische Fragestellungen zu
beantworten (PRAGER und TSCHAPE 2003; RKI 2004a).

Die PFGE wird zur Untersuchung von Salmonellen unter verschiedensten Aspekten
eingesetzt, wie Tabelle 2.16 zeigt. Die Feintypisierung ist fir die Beantwortung
bestimmter Fragestellungen unerlasslich, weil sie beispielsweise, wie in der
vorliegenden Arbeit, die Ubertragungswege von Salmonellen in einem begrenzten
Areal mit Hilfe der PFGE offen legen kann.

So verfolgten GIOVANNACCI et al. (2001) Salmonellen in zwei Schlacht- und
Zerlegebetrieben mittels Serotypisierung und Makrorestriktionsanalyse. Die Autoren
verwendeten zur PFGE der isolierten S. Typhimurium- und S. Derby-Stamme die
Enzyme Xbal und Spel. Es konnten mit beiden Enzymen identische Isolate von
unterschiedlichen Probenahmepositionen identifiziert werden, z.B. vom lebenden
Tier und der Karkasse an verschiedenen Stationen im Prozess sowie von
verschiedenen Gerateoberflachen (z.B. vom Tisch nach der Enthaarung, von der
Enthaarungsmaschine und der Poliermaschine).

WEIGEL et al. (2004) verglichen verschiedene genotypische Untersuchungs-
methoden mit der PFGE im Hinblick auf ihre Eignung fir die Untersuchung maéglicher
Transmissionen von Salmonellen in Schweinebetrieben. Mit dem dabei verwendeten
Pulse-Net-Protokoll wurden die Enzyme Avrll, Spel und Xbal eingesetzt.
BOTTELDOORN et al. (2004) untersuchten verschiedene Salmonella-Stamme aus
unterschiedlichen Kontaminationsquellen in zwei Schlachthéfen. Zur Subtypisierung
von S. Typhimurium, S. Derby und S. Ohio mit der PFGE kamen Xbal und Spel zum
Einsatz. Die Autoren konnten Ubereinstimmende S. Typhimurium- und S. Derby-
Isolate in Mesenteriallymphknoten, Fazes und von den Oberflachen der Karkassen
nachweisen. S. Ohio konnte mit der PFGE nicht weitergehend charakterisiert

werden.
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41.2.21 Auswahl der Endonukleasen

Fur die Makrorestriktionsanalyse von Salmonellen werden unterschiedliche
Nukleasen eingesetzt, die in ihrer Aussagekraft unterschiedlich bewertet werden. Die
in dieser Arbeit verwendeten Enzyme Xbal, BInl und Spel entsprechen den in der
Literatur am haufigsten beschriebenen Enzymen. Die in Tabelle 2.14 dargestellten D-
Indizes machen deutlich, dass Xbal fir S. Enteritidis und S. Typhimurium in
vergleichenden Studien den héchsten diskriminatorischen Index erméglicht. Daraus
lasst sich erklaren, dass Xbal auch dann das meist verwendete Enzym ist, wenn nur
ein Enzym eingesetzt wird. Im Protokoll des PulseNets wird ebenfalls Xbal
empfohlen. Auch der Hinweis von LIEBANA et al. (2001), die Wirkung von Xbal sei
nicht von Punktmutationen beeinflusst, spielt hierbei eine Rolle. Ebenso konnten
MURASE et al. (1996) nach zwdlffacher Subkultivierung keine Verédnderung von
PFGE-Mustern mit dem Enzym Xbal nachweisen, wohingegen das PFGE-Muster mit
Binl durch die Subkultivierung beeinflusst wurde. Zuletzt sei darauf hingewiesen,
dass Xbal von allen einsetzbaren Enzymen die geringsten Kosten verursacht, was
dessen Verwendung bei den insgesamt hohen Kosten fir die PFGE zuséatzlich
beglinstigen dirfte.

Bei MALORNY et al. (2001) weist Xbal den niedrigsten D-Index auf. Es wird aber
deutlich, dass eine Kombination mit anderen Enzymen die Aussagekraft erheblich
erhoht. Dieser Aspekt wird auch von LACONCHA et al. (2000) betont. WEIGEL et al.
(2004) zeigen, dass fur eine moglichst genaue Aussagen Uber den Verwandt-
schaftsgrad von Isolaten (insbesondere hinsichtlich der Transmission von

Salmonellen) mehrere (drei) Enzyme erforderlich sind.

Auch in der vorliegenden Arbeit konnte durch den Einsatz zusatzlicher Enzyme die
Aussagekraft Uber den Verwandtschaftsgrad der Isolate erhéht werden.

Zunachst erwies sich Spel als das Enzym mit der gré3ten Aussagekraft. Mit Xbal
wurden sechs verschiedene Hauptmuster generiert, mit Binl finf und mit Spel sieben
(vergl. Tabelle 3.19). Diese Angaben beziehen sich ausschliel3lich auf die in der
Untersuchung isolierten Stdmme, Referenzstdmme wurden hier nicht mitgezahilt.
Eine Gruppe von Isolaten mit gleichen Mustern auf der Basis eines Enzyms konnte

bei nachfolgenden Untersuchungen durch ein anderes Enzym in weitere
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Untergruppen aufgeteilt werden. So wurden beispielsweise in der Gruppe der Isolate
mit dem Muster Sp3 durch das Enzym BInl die drei PFGE-Muster B3, B3-1 und B3-2
dargestellt (Tab. 3.19, Proben vom 10. Probenahmetag). Durch den Einsatz von zwei
bzw. drei Enzymen wurde die Menge der Informationen uber einzelne Isolate erhdht,
so dass den Isolaten eine hohere Anzahl von Merkmalen zugeordnet werden konnte.
Je mehr Merkmale eines Isolats bekannt sind, desto genauer kann eine
Unterscheidung von Isolaten vorgenommen werden. RIDLEY et al. (1998) geben in
diesem Kontext an, dass die diskriminatorische Fahigkeit einer Methode umso héher
ist, desto mehr unterschiedliche Muster durch sie dargestellt werden kénnen.

Tabelle 4.2 zeigt die Unterteilung von Isolaten der vorliegenden Arbeit gleicher
PFGE-Muster (gesamt aufgefiihrt in Tabelle 3.19), die sich aus dem Einsatz weiterer
Enzyme ergeben hat. Beispielsweise konnten Isolate mit dem Muster X1 durch den
Einsatz der Enzyme BInl und Spel weitergehend differenziert werden: Innerhalb aller
Isolate mit dem Muster X1 konnten zwei verschieden Muster mit dem Enzym Binl

dargestellt werden sowie drei verschiedene Muster mit Spel.

Tabelle 4.2: Unterteilung von Isolaten mit gleichen Bandenmustern durch den
Einsatz weiterer Enzyme

Anzahl der Untergruppen nach
verwendetes | betreffendes
Subdifferenzierung durch
Enzym Muster
Xbal Binl Spel
Xbal X1 - 2 3
X3 - 3 0
Binl B1 3 - 3
B3 3 - 2
Spel Sp1-1 2 2 -
Sp3 2 3 -

Mit der Wahl der fir diese Arbeit eingesetzten Enzyme wird den genannten Studien
insofern Rechnung getragen, als dass sowohl fir S. Typhimurium als auch fir S.
Enteritidis jene Enzyme vertreten sind, denen in unterschiedlichen Studien jeweils
der flr diese Serovar héchste diskriminatorische Index zugesprochen wird.

Far S. Infantis (MERINO et al. 2003; WEGENER und BAGGESEN 1996) und S.
Typhimurium U302 (LIEBANA et al. 2002; WALKER et al. 2001) liegen Studien vor,

in denen die PFGE erfolgreich als Methode fiir epidemiologische Untersuchungen
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eingesetzt wurde, wobei in der Regel Xbal zum Einsatz kam. Konkrete Darstellungen
des diskriminatorischen Indexes oder vergleichende Studien mit anderen Enzymen
liegen fur diese Serovaren nicht vor.

Letztendlich orientiert sich die Auswahl der Enzyme in dieser Arbeit auch an der Vor-
gehensweise des Nationalen veterinarmedizinischen Referenzlabors fiir Salmonellen
(PRAGER und TSCHAPE 2003).

Nach WASSENAAR (2003) haben Endonukleasen in der PFGE eine hdhere
Aussagekraft, je mehr Banden bei der Restriktion entstehen. Die in der vorliegenden
Arbeit entstandene Anzahl von Banden je Enzym wurde durch Zahlen ermittelt und
ist in Tabelle 4.3 vergleichend mit den Ergebnissen der Untersuchung von WEIGEL
et al. (2004) aufgefuhrt. Die Autoren haben ebenfalls Salmonellen aus dem Umfeld
der Schweineproduktion (Aufzucht) vor dem Hintergrund mdéglicher Transmissionen
untersucht und im Gegensatz zu anderen Veréffentlichungen die der Tabelle 4.3 zu
entnehmenden Angaben veréffentlicht.

Sowohl mit Xbal als auch mit Spel (als die in beiden Arbeiten verwendeten
Nukleasen) konnte in der vorliegenden Arbeit durchschnittlich eine gréRere Anzahl
von Banden als bei WEIGEL et al. (2004) erzeugt werden.

In der eigenen Arbeit wurden mit dem Enzym Spel durchschnittlich die meisten
Banden erzeugt. Nach den Kriterien von WASSENAAR (2003) hat dieses Enzym

demnach fir die vorliegende Untersuchung die héchste Aussagekratft.

Tabelle 4.3: Anzahl der unterschiedlichen DNA-Fragmente je Enzym im Vergleich

Enzym WEIGEL et al. (2004) vorliegende Arbeit

Xbal 3-14 Banden 10-14 Banden (20-1500 kbp)
Spel 9-15 Banden 12-14 Banden (30-800 kbp)
Binl nicht verwendet 5-14 Banden (20-2000 kbp)
Avrll 4-14 Banden nicht verwendet

41.2.2.2 Vorgehensweise/Ablaufprotokoll

Das hier angewendete Ablaufprotokoll beruht auf einer Verdéffentlichung von

MALSOW et al. (1993) unter Berlicksichtigung der Vorgaben zu einem verkirzten
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Vorgehen nach MATUSHEK et al. (1996). Dieses Protokoll ist nicht nur fur die
Untersuchung von Salmonellen bzw. gramnegativen Mikroorganismen im
Allgemeinen geeignet, sondern kann auch bei grampositiven Bakterien angewendet
werden (MATUSHEK et al. 1996). Einige Punkte des Protokolls (z.B. Auswahl des
Restriktionsenzyms, Durchfiihrung der Gelelektrophorese und Trennbedingungen)
sind offen formuliert, um sie den jeweiligen Erfordernissen anpassen zu kénnen.

Die vorliegende Vorgehensweise zeigt einige Unterschiede zum PulseNet-Protokoll
aus dem Jahr 2003, welches vom German-PulseNet zur Vereinheitlichung der
Anwendung verdffentlicht wurde (http://www.foodborne-net.de/content/e25/e70/e580/
index_ger.html). Zunachst sind fir die Aufbereitung der DNA (Lysis, De-
proteinisierung, Waschen) zwei Tage vorgesehen, im Gegensatz zu den in der
vorliegenden Untersuchung veranschlagten 3 Tagen. Da das PulseNet-Protokoll auf
die Charakterisierung von Salmonellen zugeschnitten ist, sind fir die folgenden
Arbeitsschritte konkrete Vorgaben aufgefiihrt: Als Restriktionsenzym ist Xbal
vorgegeben. Fur die Herstellung des Gels werden wahlweise zwei Agarosen
angegeben. Zu den Trennbedingungen werden verschiedene Vorschlage gemacht,
wobei eine Standardisierung durch den Markerstamm NCTC12416 (S. enterica
serovar Typhimurium LT2) vorgesehen ist.

Als Vorteil des PulseNet-Protokolls (und auch als Intention des Netzwerks) ist die
Vereinheitlichung der Vorgehensweise zu sehen. In der Konsequenz sind die
Ergebnisse der Salmonellen-Untersuchungen nach dem PulseNet-Protokoll mit-
einander vergleichbar, auch wenn sie in unterschiedlichen Laboratorien durchgefiihrt
wurden.

Dieses vereinheitlichte Protokoll lag zum Zeitpunkt der eigenen Untersuchung noch
nicht vor. Eine Vergleichbarkeit der Gele mit anderen Untersuchungsergebnissen ist

demnach nur laborintern méglich.

41.2.2.3 Interpretation der PFGE-Muster

Uber die Vorgehensweise bei der Bewertung der Bandenmuster einer PFGE herrscht
international kein Konsens. In der Regel wird auf eine Arbeit von TENOVER et al.
(1995) zuruckgegriffen, die jedoch nicht pauschal fur alle Mikroorganismen
angewendet werden kann (PRAGER und TSCHAPE 2003; WASSENAAR 2003).

111



Diskussion

Kernfrage ist, welche Anzahl von abweichenden Fragmentmustern zur Unter-
scheidung zweier Bandenmuster flihrt oder wie lange zwei Bandenmuster noch als
identisch anzusehen sind. Ausschlaggebend fur die Beantwortung dieser Fragen
scheint die Klonalitat. PRAGER und TSCHAPE (2003) bezeichnen fur S. Enteritidis
bereits ein bis zwei Fragmentmuster-Abweichungen als relevant fir die Definition
eines neuen Genotyps. Bei S. Bovismorbificans wurden Abweichungen von bis zu
vier Fragmenten noch als tolerabel angesehen (PRAGER und TSCHAPE 2003).
SOOD et al. (2002) befinden die Kriterien von TENOVER et al. (1995) vor dem
Hintergrund der hohen Klonalitadt der Salmonellen als zu streng und wollen zudem
berlcksichtigen, dass sich auch Plasmide in der Elektrophorese als Bande darstellen
und so ein abweichendes Muster verursachen kdnnen, ohne dass der Unterschied in
der chromosomalen DNA begriindet wére. Die Autoren untersuchten S. Typhimurium
mit dem Enzym Xbal und legten fest, dass abweichend von TENOVER et al. (1995)

erst ab einem Unterschied von 5 Banden und mehr ein neues Muster benannt wurde.

Um in der vorliegenden Arbeit bei eng verwandten Mustern auszuschliel3en, dass die
Abweichungen durch ein Plasmid bedingt waren, wurde in Anlehnung an GARAIZAR
et al. (2000) bei einigen Isolaten eine Elektrophorese ohne vorherige Inkubation mit
einem Enzym durchgefuhrt (Daten hier nicht gezeigt). Wird die DNA von
Mikroorganismen vor der Elektrophorese nicht durch Enzyme geteilt, so ist das
Molekil zu gro3, um in der PFGE zu wandern und stellt sich als stark anfarbbarer
Balken zu Beginn der Laufstrecke dar. Extrachromosomal lokalisierte Plasmide
wirden sich in diesem Fall jedoch auch ohne Inkubation darstellen lassen, da
Molekile dieser GroRe in der PFGE auftrennbar sind. So wiirde sich ein Plasmid als
singulare Bande zeigen. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch in keinem Fall auf
diese Weise ein Plasmid dargestellt werden. Demnach wurde geschlussfolgert, dass
keine Plasmid-bedingten Banden vorlagen und in dieser Arbeit folglich auf eine

derartige Vorunterscheidung verzichtet werden konnte.

Die Auswertung der Muster in der vorliegenden Arbeit wurde nach TENOVER et al.
(1995) vorgenommen und die Muster entsprechend benannt. Bei der Bewertung der
Verwandtschaftsverhéltnisse wurden Abweichungen innerhalb der Hauptmuster (z.B.
X1, X1-1, X1-2), die durch eine einzelne genetische Veréanderung verursacht wurden,

toleriert. Damit wurde den Hinweisen von MURASE et al. (1996) Rechnung getragen,
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nach denen die Subkultivierung und Lagerung von Mikroorganismen deren PFGE-
Muster beeinflussen kann. Die Gruppe von lIsolaten, die nach TENOVER et al.
(1995) ,wahrscheinlich Teil eines Ausbruchs® bzw. ,nahe verwandt‘ sind, werden hier
somit demselben Ursprung zugeordnet. Wie bei SOOD et al (2002) wurden erst ab
einer Abweichung von fiinf oder mehr Fragmenten neue Hauptmuster benannt und

somit die Nicht-ldentitat von Isolaten eindeutig deklariert.

4.2 Diskussion der Ergebnisse
4.21 Diskussion der quantitativen Ergebnisse
4211 Temperaturen in den Sterilisationsbecken

Die derzeit Ubliche Vorgehensweise bei der Reinigung und Desinfektion von Messern
ist der Fleischhygieneverordnung (FIHV Anlage 2, Kapitel 1, Punkt 1.7) zu
entnehmen. Es wird dort eine ausreichende Anzahl von Einrichtungen zur Reinigung
und Desinfektion in grof3tmdglicher Nahe zum Arbeitsplatz gefordert. Fir die
Arbeitsgerate ist eine Behandlung mit Wasser von mindestens 82°C oder mit einem
"anderen geeigneten Desinfektionsverfahren" vorgeschrieben. Der Verordnung
fehlen nahere Angaben zur Verweildauer der Arbeitsgerdte im Wasser und zur
Haufigkeit der Anwendung. Andere geeignete Desinfektionsverfahren sind zwar

erwahnt, jedoch nicht naher beschrieben.

Zwar konnte EINSCHUTZ (2004) im Versuch zeigen, dass eine Eintauchdauer bei
70°C fur 10 Sekunden fur Keimfreiheit auf den untersuchten Metalloberflachen
sorgen kann. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten dies jedoch nicht
bestatigen, da auch bei héheren Wassertemperaturen die im Schlachthof ver-
wendete Sterilisationsmethode nicht immer ausreichte.

Auch waren die geforderten Voraussetzungen unter Praxisbedingungen nicht immer
gegeben, wie der Umstand zeigt, dass in der vorliegenden Untersuchung bei 52 Gber
den gesamten Probenahmezeitraum hinweg gemessenen Wassertemperaturen
(Einzelwerte) insgesamt 24 mal die geforderten 82°C unterschritten wurden. Davon

lagen 6 Werte unterhalb von 70°C. Bei 4 Beprobungen enthielt das Sterilisations-
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becken gar kein Wasser (vergl. Tab. 3.12). Im Durchschnitt aller Probenahmetage
wurden die geforderten 82°C lediglich bei der Eviszeration (durchschnittlich 85,6°C)
und bei der Fleischuntersuchung der Organe (durchschnittlich 82,1°C) erreicht. Bei
der Spaltung (durchschnittlich 76,0°C) und der Fleischuntersuchung der Tierkdrper
(durchschnittlich 80,4°C) wurde diese Temperatur teilweise erheblich unterschritten.

Auch bei EINSCHUTZ et al. (2004) lagen die in der Praxis gemessenen Wasser-

temperaturen vorwiegend unterhalb von 82°C.

Die hier mitgeteilten Beobachtungen zur Reinigung und Desinfektion bestéatigen die
Aussage der Scientific Committee on Veterinary Measures relating to Public Health
(SCVPH 2001), nach der die derzeitige Vorgehensweise ohne vorherige Reinigung
von Messern als ineffektiv bewertet wird. Bereits in den Jahren 1988 und 1992
beschrieben SCHUTT-ABRAHAM et al. die Hitzekoagulation von EiweiBen auf
Messerklingen und belegten, dass eine Reinigung und Desinfektion bei 82°C nicht
den gewilnschten Reinigungseffekt erzielt. WOLTERSDORF und MINTZLAFF
wiesen 1996, wie auch das SCVPH (2001), auf organische Substanzen hin, die sich
unter der Temperatureinwirkung gelést haben und auf der Wasseroberflache der
Sterilisationsbecken schwimmend Ursache fir eine Rekontamination der Messer

sein kdnnen.

Die Ergebnisse zur aeroben Gesamtkeimzahl sowie zu den Enterobacteriaceae,
insbesondere auf den Messern und Beilen vor Gebrauch, zeigen deutlich die
Unzulanglichkeit der Vorgehensweise bei der Reinigung und Desinfektion der
untersuchten Messer und Handbeile (siehe Kapitel 4.2.1.2 und 3). Es ist mit der
durchgefuhrten Sterilisation nicht gelungen, die Mikroorganismen von den

eingesetzten Handgeraten zu entfernen.

4.21.2 Aerobe Gesamtkeimzahl

Die aerobe Gesamtkeimzahl in den Prozessablaufen der Fleischgewinnung kann als
Hinweis auf die allgemeine Schlachthygiene aufgefasst werden. Dennoch existieren
keine entsprechenden Grenzwerte fir die Keimzahlen auf den Oberflachen der in der

Fleischgewinnung eingesetzten Handgerate wahrend des laufenden Betriebes.
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In der Entscheidung 2001/471/EG vom 8. Juni 2001 der Europaischen Kommission
werden Grenzwerte fur die Oberfachenkeimgehalte nach Reinigung und Desinfektion
in Schlachthéfen und Zerlegebetrieben vorgegeben (Probenahme vor Schlacht-
beginn). Zur Beprobung in solchen Betrieben sind diverse Probenahmestellen
aufgeflihrt, u.a. Sterilisationsgerate fir Messer, Messer (Verbindung zwischen
Scheide und Griff), Sageblatter und sonstige Schneidgerate oder Teile der
Verarbeitungslinie, die oft mit Schlachtkérpern in Kontakt kommen. Die Grenzwerte
fur die Koloniezahl auf Oberflachen nach Reinigung und Desinfektion, die von der
Anderung der Entscheidung 2001/471/EG vom 26. April 2004 nicht betroffen waren,
sind in Tabelle 4.4 dargestellt.

Tabelle 4.4: Grenzwerte fir die Koloniezahl bei Oberflachentests zur Uberprifung
von Reinigung und Desinfektion in Schlacht- und Zerlegebetrieben
(Entscheidung 2001/471 der Europaischen Kommission)

annehmbar nicht annehmbar
Gesamtkeimzahl (GKZ) |0-10/cm? >10/cm?
Enterobakterien 0-1/cm? >1/cm?

Die durchschnittliche Keimbelastung der hier vergleichbaren Messer und Beile ,vor
Gebrauch® (also unmittelbar nach Reinigung und Desinfektion) aus der vorliegenden
Arbeit wirde nicht im annehmbaren Bereich im Sinne der Entscheidung
2001/471/EG liegen (vergl. Tab. 3.13 und 3.14).

Die vorliegenden Ergebnisse machen (siehe Tabelle 3.15) deutlich, dass die in der
untersuchten Fleischgewinnungslinie verwendeten Messer in den Sterilisations-
becken nicht immer erfolgreich sterilisiert wurden. Sowohl die Messer als auch die
Beile waren bereits vor Gebrauch mit etwa 2,7 bis 3,2 log KbE/cm? belastet. Die
Verwendung fuhrte zu einer Erhéhung der Gesamtkeimzahl um 0,5 - 1
Logarithmusstufen auf etwa 3,3 - 3,8 log KbE/cm?.

Die starkste Erhéhung der Gesamtkeimzahl auf den Messern war bei der
Eviszeration zu verzeichnen (vor Gebrauch 2,73 log KbE/cm?, nach Gebrauch 3,80
log KbE/cm?), was sich mit der Manipulation am stark keimbelasteten Magen-Darm-
Trakt erklaren lasst. Diese Ergebnisse gehen konform mit den Feststellungen von
BERENDS et al. (1997), nach denen von der Position der Eviszeration mit das

gréBte Risiko fur die Kontamination der Karkassen ausgeht.

115




Diskussion

Die hochste Belastung der Messer vor Gebrauch fand sich an der Position der
Fleischuntersuchung der Tierkérper. Diese lag etwa 0,5 Logarithmusstufen Uber der
Keimbelastung der Messer vor Gebrauch bei der Fleischuntersuchung der Organe.
Als Erklarungsansatz ware eine insgesamt weniger hygienische Arbeitsweise an
dieser Position denkbar. Zudem lag die durchschnittliche Wassertemperatur bei der
Fleischuntersuchung der Tierkérper mit 80,4°C unterhalb der geforderten 82°C, wo-
hingegen bei der Organuntersuchungsstelle die Wassertemperatur im Sterilisations-
becken bei 82,1°C lag. Daraus ist jedoch keine allgemein glltige Aussage
abzuleiten. Es kann lediglich eine Erlauterung der hier beschriebenen Umstande und

Ergebnisse erfolgen.

Auch die prozentuale Keimbelastung der Handgerate erhoéhte sich durch ihre
Verwendung deutlich, so dass nach Gebrauch nicht mehr etwa 50-60%, sondern 95-
99% der Messer belastet waren.

Eine Ausnahme bildeten die Beile: Hier zeigte sich die Gesamtkeimzahl vor und nach
Gebrauch konstant, jedoch war bereits vor Gebrauch auf 92% der Beile eine
Keimbelastung darstellbar. Der Gebrauch fiihrte zu einer weiteren Erhéhung der
prozentualen Belastung auf 99%.

Die Gesamtkeimzahl auf den Beilen war niedriger als auf den Messern. Ein Grund
kénnte hier der Umstand sein, dass der wenig kontaminierte Riicken zu spalten war,

so dass bei der Spaltung weniger Keime auf das Beil gelangt sein kénnten.

Aus dem Wasser der untersuchten Sterilisationsbecken konnte, bis auf die Proben
vom 9. Probenahmetag bei der Fleischuntersuchung der Tierkérper und der Organe,

keine Keimbelastung dargestellt werden.

4.21.3 Enterobacteriaceae

Die Enterobacteriaceae gelten in Prozessabldufen der Lebensmittelgewinnung als
Markerorganismus fiir eine mégliche Kontamination mit Darminhalt. Nach MOSSEL
et al. (1995) werden, zurickgreifend auf INGRAM (1977), unter diesem Begriff Index-
und Indikatororganismen zusammengefasst: Indexorganismen stehen direkt oder

indirekt mit der Anwesenheit 6kologisch ahnlicher pathogener Mikroorganismen im
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Zusammenhang und zeigen somit eine mogliche Gesundheitsgefahrdung bei
entsprechendem Kontakt auf. Indikatororganismen weisen auf mdgliche
Verunreinigung wahrend eines Prozessablaufs oder einen nicht gelungenen
Herstellungs- oder Verarbeitungsprozess hin. Ein derartiger Markerorganismus kann
durchaus beide Funktionen erfillen (MOSSEL et al. 1995). Der Nachweis von
Enterobacteriaceae auf Oberflachen in der Fleischgewinnung kann ein Zeichen daftr
sein, dass Darminhalt auf die Oberflachen gelangt ist. Mit Darminhalt kénnen auch
pathogene Darmbakterien und Zoonoseerreger wie Salmonellen, Campylobacter
oder Yersinien auf die Oberflachen gelangen und eine gesundheitliche Gefahr fir
den Konsumenten darstellen (BERENDS et al. 1997). Enterobacteriaceae dienen
hier demnach sowohl als Index- als auch als Indikatororganismen, wobei mit dem
eher prozessorientierten Ansatz der Arbeit ihre Funktion als Indikatorkeim im

Vordergrund steht.

In der vorliegenden Untersuchung (Ergebnisse vergl. Tabelle 3.15) waren die Messer
bereits vor Gebrauch mit durchschnittich etwa 26 bis 3,3 log KbE/cm?
Enterobacteriaceae kontaminiert. Die Belastung stieg nach Gebrauch auf
durchschnittlich etwa 3,0 bis 3,6 log KbE/cm?. Die prozentuale Belastung der Messer
mit Enterobacteriaceae lag mit etwa 1-5% vor Gebrauch erheblich niedriger als mit
der aeroben Gesamtkeimzahl (51-67%). Durch den Gebrauch stieg dieser Anteil
deutlich an auf etwa 27-34%.

Auf den Beilen konnten vor Gebrauch keine Enterobacteriaceae nachgewiesen
werden. Durch den Gebrauch stieg zwar die Zahl der Enterobacteriaceae auf 2,4 log
KbE/cm? an, es waren jedoch nur zwei Prozent der untersuchten Beile derartig
belastet. Diese gunstigen Ergebnisse lassen sich, wie bei der aeroben
Gesamtkeimzahl, damit begriinden, dass der Riicken als Kontaktflache des Beils im
Prozessverlauf weniger mit Darminhalt in Berihrung kommen kann als die
Kontaktflachen der Messer. So ware der Bauchlappen im Falle einer Havarie des
Magen-Darm-Traktes unmittelbar betroffen, wohingegen die Rickenpartie durchaus
unbelastet bleiben kénnte. Hinzu kommt, dass die Handbeile, wenn auch nicht
regelmalig nach jedem Tierkérper, so doch haufiger griindlich abgespiilt und auch
abgerieben wurden. Mdéglicherweise liegt auch in dieser regelmafigen, leichten
mechanischen Reinigungsbehandlung die Begrindung flr das insgesamt bessere

Abschneiden der Beile bei der hygienischen Bewertung als die Handgerate.
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Weder zu den Messern, noch zu den Beilen in der Fleischgewinnung beim Schwein
stehen vergleichbare Daten zur Belastung der Oberflachen mit Enterobacteriaceae
zur Verfigung, so dass ein Vergleich hier nicht mdglich ist.

Angaben zur Belastung von Handflachen mit Enterobacteriaceae werden bei DE WIT
und KAMPELMACHER (1981 und 1982) gemacht. Als Bezugsgréfie diente dort die
gesamt Hand, wohingegen in der vorliegenden Arbeit als Bezugsgréfie ein Milliliter
Dispergierflussigkeit dient. In Tabelle 4.5 sind die Daten von DE WIT und
KAMPELMACHER (1981 und 1982) den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit
gegenibergestellt. Die absoluten Ergebnisse der Beprobungen der Handflachen und
Kettenhandschuhe wurden durch Multiplikation mit 100 (es wurden 100 ml
Dispergierflussigkeit verwendet) auf die BezugsgréRe ,gesamte Hand"
hochgerechnet. Die unterschiedlichen Vorgehensweisen bei den Probenahmen

mussen somit bei einem Vergleich (Tab. 4.5) beachtet werden.

Tabelle 4.5: Belastung von Handflachen und Kettenhandschuhen mit Entero-
bacteriaceae in der Fleischgewinnung beim Schwein

Anzahl der o .
Enterobacteriaceae %o Beé?:’:::? mit
in log Kt.’.E pro bacteriaceae
Handflache
de Wit und Kampelmacher (1981) 3,38 100
de Wit und Kampelmacher (1982) 3,57 36
vorliegende Arbeit: Eviszeration 46 54,8
Anzahl der o .
Enterobacteriaceae %o Beé?:;l:g? mit
in log KbE pro bacteriaceae
Kettenhandschuh
vorliegende Arbeit:
Fleischuntersuchung Tierkérper 48 38,1
Fleischuntersuchung Organe 45 47 .6

Die absolute Belastung mit Enterobacteriaceae sowohl der Handflachen als auch der
Kettenhandschuhe lag in der vorliegenden Arbeit etwa eine Logarithmusstufe Uber
den Werten von DE WIT und KAMPELMACHER (1981 und 1982) fir die dort
untersuchten Handflachen, was auf eine schlechtere hygienische Handhabung der

untersuchten Oberflachen hindeutet. Die prozentuale Belastung der Handflachen mit

118




Diskussion

Enterobacteriaceae bei DE WIT und KAMPELMACHER (1981) liegt jedoch mit 100%
deutlich Uber allen anderen Vergleichsergebnissen.

Die prozentuale Belastung bei der Fleischuntersuchung der Tierkérper aus der
vorliegenden Arbeit liegt mit 38,1% im Bereich der Ergebnisse von DE WIT und
KAMPELMACHER (1982).

4.2.2 Die qualitativen Ergebnisse (Salmonella)

Aus 24 der 1.638 untersuchten Proben der vorliegenden Arbeit wurden Salmonellen
isoliert. Das entspricht einem Prozentsatz von 1,46%. Tabelle 4.6 zeigt ohne
Berucksichtigung des origindren Probenmaterials die Verteilung der Serovaren und
der Phagentypen.

Aus drei der 24 positiven Proben wurden jeweils neben einer Rauform zusatzlich S.
Typhimurium DT 120 bzw. S. Infantis isoliert (vergl. Kapitel 3.3.4.1 und Kapitel

4.2.3.3), so dass die Anzahl der aufgeflihrten Serovaren sich um drei auf 27 erhéht.

Tabelle 4.6: Verteilung der Salmonella-Serovaren und -Phagentypen in den
untersuchten Proben

Serovar Anzahl Prozentualer Anteil [%]
S. Infantis 12 44 5
S. ssp | Rauform 6 22,2
S. Typhimurium DT120 5 18,5
S: Enteritidis PT 8 1 3,7
S. Typhimurium U 302 1 3,7
S. Typhimurium DT 104 B low 1 3,7
S. Typhimurium DT 104 L 1 3,7
27 100 %

Die Angaben des Infektionsepidemiologischen Jahrbuchs meldepflichtiger
Krankheiten fir 2002 (RKI 2003) zeigen, dass sich das Auftreten der Serovaren bei
dieser Untersuchung des Umfelds der Schweinefleischgewinnung nicht mit der
Verteilung der Serovaren bei humanen Salmonellosen (S. Enteritidis 75%, S.
Typhimurium 19%) deckt. STEINBACH und KROELL (1999) haben bei ihren
Berechnungen den Anteil Schweinefleisch-bedingter humaner Salmonellosen an der

Gesamtzahl humaner Salmonellosen mit 20% beziffert. Demnach kamen 80% der
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Salmonellen, die humane Salmonellose auslosten, aus einer anderen Quelle als

Schweinefleisch, was die Diskrepanz in der Serovarverteilung erklaren kann.

HELMUTH et al. (2004) bezeichnen S. Typhimurium DT 104 als dominierende
Serovar fir Fleisch von Schwein, Rind und Kalb in Deutschland. Auch bei den
Ergebnissen von DORN et al. (2004) zeigt sich eine Dominanz von S. Typhimurium
DT 104, gefolgt von S. Derby. Unter den in Kapitel 2.1.1 dargestellten Fallberichten
herrscht ebenfalls S. Typhimurium verschiedener Phagentypen als Ursache fir
Ausbriiche humaner Salmonellosen vor. Diese Ergebnisse spiegeln sich nicht in den
hier gezeigten Daten wieder.

Die Dominanz von S. Infantis in der vorliegenden Arbeit deckt sich auch nicht mit der
nahezu europaweiten Dominanz von S. Typhimurium (EU 2003). Lediglich in
Danemark wird derzeit S. Infantis als dritthaufigste Serovar isoliert. Eine Information
dartiber, ob die untersuchten Tiere aus Danemark stammten, liegt jedoch nicht vor.
Die vorliegenden Ergebnisse (vergl. Tabelle 4.6) mit 44,5% S. Infantis, gefolgt von
den Rauformen mit 22,2% und S. Typhimurium mit 25,9% (18,5% + 3,7% fur DT 104
B low + 3,7% fur DT 104 L) entsprechen eher den Daten der MEAT AND
LIVESTOCK COMMISSION (2001). Hier wird aus einem (nord-) europaischen
Vergleich von Salmonella-Infektionen bei Schweinen deutlich, dass zwar insgesamt
in Europa S. Typhimurium und S. Derby vorherrschen, jedoch in Deutschland und

Danemark auch S. Agona und S. Infantis durchaus verbreitet sind.

Die Antibiotikaresistenz der vorliegenden Isolate war insbesondere vor dem
Hintergrund allgemein zunehmender Antibiotikaresistenzen ein weiteres Merkmal zu
deren Charakterisierung. Tabelle 4.7 gibt einen Uberblick Uber das Auftreten von
(Mehrfach-) Resistenzen unter den 38 verschiedenen Isolaten, die insgesamt aus

den untersuchten Proben isoliert wurden.

Ein Vergleich mit den Ergebnissen von HELMUTH et al. (2004) zeigt teilweise
Ubereinstimmungen. Ahnlich der vorliegenden Arbeit waren bei HELMUTH et al.
(2004) 36,9% der Isolate zweifach- bis multiresistent. Mit 40% waren weniger Isolate
vollstandig sensibel und mit 22% deutlich mehr Isolate einfach resistent. Mit den
Isolaten, die bei HELMUTH et al. (2004) konkret vom Schwein oder aus
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Lebensmitteln vom Schwein stammten (11% sensibel, 9,5% einfach und 79,5%

mehrfach resistent), zeigte sich hingegen weniger Ubereinstimmung.

Tabelle 4.7: Anzahl und Anteil von Resistenzen unter den Salmonella-lsolaten

Resistenz Anzahl Prozentualer Anteil [%)]
1-fach 4 10,5 10,5
2-fach 3 7,9

3-fach 0 0

4-fach 8 21,1

5-fach 2 5,3 36,9
6-fach 0 0

7-fach 1 2,6

sensibel 20 52,6 52,6

38 100 % 100 %

4.2.21 Salmonellen auf den Oberflachen von Geréten

Mit zwei Salmonella-Nachweisen auf Messerklingen lag der prozentuale Anteil
Salmonella-positiver Messer bei 0,3%. Die Messer stammten am 4. Proben-
nahmetag von der Eviszeration der Bauchhéhle (S. Typhimurium) und am 9.
Probenahmetag von der Position der Fleischuntersuchung der Organe (S. ssp.l
Rauform). Bei der Eviszeration handelt es sich um eine Position, an der die
Moglichkeit des Kontakts der Messer mit Magen-Darm-Inhalt besonders hoch ist. Der
Nachweis auf den Messern spricht entweder fir eine Nichtbenutzung der
Sterilisationsbecken, eine zu kurze Verweildauer oder zu niedrige Temperaturen des
Wassers. Da am 9. Probenahnetag in dem entsprechenden Sterilisationsbecken eine
Keimbelastung von 3,59 log KbE/ml nachgewiesen wurde und die Wassertemperatur
bei nur 50,3°C lag, liegt hier die unzureichend durchgefiihrte Reinigung und
Desinfektion als Erklarung auf der Hand.

In den Wasserproben der Sterilisationsbecken konnten hingegen keine Salmonellen
nachgewiesen werden. Vor dem Hintergrund der zwei Messer, die unmittelbar nach
Entnahme aus dem Sterilisationsbecken Salmonella-positiv getestet wurden, kann
jedoch das Vorkommen von Salmonellen in den Sterilisationsbecken nicht grund-

satzlich ausgeschlossen werden.
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Auch bei EINSCHUTZ (2004) lagen die Wassertemperaturen der Sterilisations-
becken an den Positionen Eréffnen, Herz, Lymphknoten und Nachtrimmen
vorwiegend unter den vorgeschriebenen 82°C, ein Wert ebenso nahe bei 50°C
(55°C). Lediglich einer der 14 gemessenen Werte lag mit 95°C deutlich Gber 82°C.
Auch fanden sich bei EINSCHUTZ (2004) Hinweise auf inaddquate Nutzung der
Sterilisationsbecken. Die Autorin konnte jedoch experimentell zeigen, dass fir das
Erreichen von Keimfreiheit auf kinstlich kontaminierten Stahltragern durchaus
niedrigere Temperaturen geeignet sein kénnen (z.B. 70°C Wassertemperatur, 10 sec

Eintauchzeit).

Die Widrigkeiten in der Praxis, wie hoher Zeitdruck, unzureichende technische
Ausstattung bzw. Durchfiihrung der Reinigung und Desinfektion oder die mdgliche
Ansammlung organischer Substanzen im Sterilisationsbecken wahrend des
Prozessablaufes weisen hingegen klar hin auf die Notwendigkeit der Einfihrung von
Reinigungs- und Desinfektionsmdglichkeiten mit kurzen Behandlungszeiten und
niedrigen Temperaturen. Das Ergebnis der Reinigung und Desinfektion lieRe sich
etwa durch Ultraschall oder organische Sauren als zusatzlich Einfluss nehmende
Faktoren verbessern (EINSCHUTZ et al. 2004).

Die wenigen Angaben aus der Literatur zur Salmonella-Belastung von Messern in
Schlachthéfen liegen héher als in der vorliegenden Arbeit. KAMPELMACHER et al.
(1961) fanden Salmonellen auf 5% derjenigen Messer, die bei der
Fleischuntersuchung zum Anschnitt von Lymphknoten verwendet wurden. Eine
Begrindung liegt méglicherweise darin, dass in der heutigen Vorgehensweise bei
der Fleischuntersuchung das Anschneiden der Lymphknoten beim Schwein eher die
Ausnahme darstellt.

Messer, die von PEEL und SIMMONS (1978) untersucht wurden, waren mit 57%
(Einschneiden der Haut am Anus), 48% (nach Eintauchen desselben Messers in
82,2°C heil’es Wasser) bzw. 48% (Durchschneiden der Muskulatur um das Rectum)
deutlich héher mit Salmonellen kontaminiert als die hier untersuchten Messer. Die
Nahe zum Rectum und damit ein deutlich hoéheres Risiko, mit Darminhalt in
Bertuhrung zu kommen, mégen hier ursachlich sein. AuBerdem handelte es sich um
Messer, die in der technologischen Gewinnung eingesetzt wurden und nicht bei der
Kontrolle. Auch die bei PEEL und SIMMONS (1978) festgestellte 5%ige Belastung
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der Messer, die bei der Eviszeration verwendet wurden, sowie die 15%ige Belastung
mit Salmonellen bei der Position der Fleischuntersuchung war héher als in der hier
vorliegenden Arbeit.

Bei LIMPITAKIS et al. (1999) lag die Salmonella-Belastung der untersuchten Messer
vor Schlachtbeginn bei 3,6% und nach Schlachtende bei 2,8% und damit ebenfalls

héher als bei den hier gezeigten Ergebnissen.

Von den Beilen konnte kein Salmonella-Nachweis im Bereich der Tierkérperspaltung
gefuhrt werden. Dies lasst sich damit erklaren, dass der Rickenspeck méglicher-
weise geringer kontaminiert sein kann als die Bauchflachen.

Vergleichbare Untersuchungen zum handgefuhrten Beil sind dem Quellenmaterial
nicht zu entnehmen, moglicherweise da der Grad der Mechanisierung in der
Fleischgewinnung stadndig zunimmt. Studien zur Salmonella-Belastung von
Sageblattern bei Bandsagen zeigen betrachtliche Kontaminationen: VON ALTROCK
et al. (1999) fanden 6,7% der Sageblatter mit Salmonella belastet. Bei
SWANENBURG et al. (2001) waren 22% der untersuchten Proben von Bandségen in
zwei Schlachthéfen Salmonella-belastet. Bei THORBERG und ENGVALL (2001)
hingegen konnte von den Sageblattern der untersuchten Bandsage (ebenso wie von
anderen Umfeldproben) kein Salmonellen-Nachweis gefuhrt werden.

Es konnten auch hier méglicherweise deshalb keine Salmonellen auf den Beilen
nachgewiesen werden, weil (wie bereits an anderer Stelle als Begriindung angefiihrt)
das Handgerat regelmallig und grindlich abgespilt und abgerieben wurde. Die
Ablagerung von Fleisch- und Fettresten, in denen Mikroorganismen sich bevorzugt

anlagern, wurde damit méglicherweise verhindert.

Die Salmonella-Belastung der Handflachen und Kettenhandschuhe lag bei 5%. Die
funf Isolate stammen von den Kettenhandschuhen der Positionen Fleisch-
untersuchung der Tierkérper: 11. Probenahmetag (S. Typhimurium DT 104 L und S.
ssp | Rauform) sowie 13. Probenahmetag (S. Typhimurium DT 120) und Fleisch-
untersuchung der Organe 13. Probenahmetag (S. Typhimurium DT 120). Von den
Handflachen bei der Position Eviszeration wurde am 13. Probenahmetag vorwiegend
S. Typhimurium DT 120 sowie S. ssp | Rauform nachgewiesen.

Diese Belastung entspricht den von SWANENBURG et al. (2001) und bei RHEAULT
und QUESSY (1999) ermittelten Ergebnissen (5% bzw. 5,1%) und liegt auch in dem
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Bereich der Ergebnisse (6,7%) von GAREIS et al. (1996). Ansonsten streuen die
Angaben zur Kontamination von Handflachen in der Literatur breit. LIMPITAKIS et al.
(1999) fanden vor Schlachtbeginn auf 2,7% und nach Schlachtende auf 6,8% der
untersuchten Handflachen Salmonellen. Deutlich hdhere Zahlen ergaben die
Untersuchungen von DE WIT und KAMPELMACHER (1981 und 1982), die auf 30%
bzw. 36% der untersuchten Handflachen von Schlachthofmitarbeitern Salmonellen
nachwiesen. HALD et al. (1999) zeigten, dass der Grad der Kontamination des
Umfeldes der Fleischgewinnung beim Schwein (und auch der Handflachen) von
Betrieb zu Betrieb schwankt. In fiinf Betrieben verliefen alle Untersuchungen diverser
Tierkdérper-, Organ- und auch Umfeldproben auf Salmonellen negativ, in sieben
weiteren Betrieben schwankte die Salmonella-Kontamination zwischen 6,3 und
35,9% bei einem Mittelwert von 11,7%. Bei NORTJE et al. (1991) sowie THORBERG
und ENGVALL (2001) konnten keine Salmonellen auf den untersuchten Handen
nachgewiesen werden. VON ALTROCK et al. (1999) wiesen an den Positionen
Afterausschnitt, Eviszeration und Fleischuntersuchung auf den H&nden keine
Salmonellen nach, bei der Entfernung der Tonsillen dagegen waren 0,7% der
Handflachen positiv.

Eine Zusammenstellung der Salmonellen, die in der eigenen Arbeit von den
Oberflachen der untersuchten Handgerate isoliert werden konnten, ist in Tabelle 4.8.

wiedergegeben.
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4.2.2.2 Salmonellen auf Oberflichen und Organen der geschlachteten

Tiere

Die zum Teil erheblichen Unterschiede in Studienaufbau, Technik, Umfang und
Zeitpunkt der Probenahme sowie Aufbereitung der Proben und Auswertungs-
methode machen die Ergebnisse von Studien zur Pravalenz von Salmonellen beim
Schwein nur begrenzt vergleichbar (BAGGESEN et al. 1996, LETELLIER et al. 1999,
SWANENBURG et al. 2001), es sei denn, es handelt sich um aufeinander folgende
Untersuchungen einer Autorengruppe, wie z.B. FEHLHABER et al. (1996). Ebenso
liegt meist keine einheitliche Wahl des Probenmaterials vor, da die Autoren die
Aussagekraft einzelner Probenmaterialien unterschiedlich bewerten.

OFFERMANN et al. (1998) wahlten die Mesenterial-Lymphknoten als alleiniges
Untersuchungsmaterial fiir ihre Studie, da diese als Pradilektionsorgan fur
Salmonellen im Schwein gelten. Auch McCAUGHEY et al. (1973) empfehlen die
Untersuchung von Lymphknoten zur Erhebung der Salmonella-Pravalenz beim
Schwein, um bei den untersuchten Tieren auch latente Infektionen erfassen zu
kénnen. Die Autoren zeigten, dass bei 1,3% Salmonella-positiver Fézesproben in 6%
der zugehdrigen Lymphknoten Salmonellen nachweisbar waren (McCAUGHEY et al.
1973).

Derartige Unterschiede zwischen den Studien miissen nachfolgend unberiicksichtigt
bleiben, um bei den wenigen vorliegenden ahnlichen Studien Giberhaupt einen Bezug
herstellen zu kénnen. Kriterium fur einen Vergleich bleibt die Ubereinstimmende

Probenauswahl.

In der vorliegenden Arbeit weisen Tonsillen mit 5,1% den im Vergleich héchsten
Anteil Salmonella-positiver Organ- bzw. Tierkérperteile auf. Eine ahnlich hohe
Belastung der Tonsillen (5,3%) zeigte die Studie von BONARDI et al. (2003), bei der
in ltalien 150 Schlachttiere untersucht wurden. Die Autoren weisen darauf hin, dass
es wahrend der Entfernung von Salmonellen méglicherweise zu einer Verteilung von
Salmonellen auf der Karkasse kommen kann. Die Salmonellen Belastung der
Tonsillen von Schlachtschweinen in den Niederlanden lag nach SWANENBURG et
al. (2001) mit 19,6% (n= 1.114) deutlich héher. Bei FRIES et al. (2002) lagen die

Ergebnisse der 146 gepoolten Salmonella-Untersuchungen der Tonsillen von
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Schweinen eines Master-Verbandes bei 17,1%. Die Autoren wiesen darauf hin, dass
die Tonsillen als lymphatisches Gewebe im Verdauungstrakt eine erste Barriere
gegen eindringende Mikroorganismen darstellen und so unabdingbar mit dem
Erreger in Kontakt kommen. Tonsillen sind nach FRIES et al. (2001) als

Probenmaterial geeignet fur die Untersuchung auf Salmonellen.

Weitere Studien im wissenschaftlichen Schrifttum beziehen sich auf das Vorkommen
von Salmonellen in Tonsillen von experimentell infizierten Schweinen (WOQOD et al.
1989; WOOD et al. 1991) und kénnen daher hier nicht zum Vergleich herangezogen
werden.

Dies gilt ebenso fiur Vergleichswerte zu der Belastung der Mandibularlymphknoten
und des Herzens (WOOD et al. 1991). Bei den Untersuchungen von Lymphknoten
sind zudem vorwiegend Mesenteriallymphknoten untersucht worden. Zu

Mandibularlymphknoten liegen keine Vergleichswerte vor.

Die zweithéchste Salmonella-Kontamination der hier gezeigten Untersuchung wiesen
die Bauchlappen auf. Vergleichbare Daten aus anderen Studien liegen nicht vor. Die
Tatsache, dass auch diese Bauchlappen mit Salmonellen behaftet waren, weist
wiederholt darauf hin, dass es im Laufe der Fleischgewinnung bei der Eviszeration
zu Havarien gekommen sein muss, durch welche die Bauchlappen direkt oder
indirekt mit Salmonellen kontaminiert werden konnten. So werden erneut BERENDS
et al. (1997) darin bestatigt, dass von der Eviszeration ein besonderes Risiko fir die

gesundheitliche Unbedenklichkeit des Schweinefleisches ausgeht.

Im Gegensatz zu allen anderen untersuchten Tierkdrperteilen war der Rickenspeck
nicht mit Salmonellen kontaminiert, was auch hier mit der niedrigen
Enterobacteriaceae-Belastung und der geringen Gefahr einer Kontamination im Falle

einer Havarie erklart werden kann.
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4.2.3 Verteilung von Salmonella in der Fleischgewinnungslinie beim

Schwein

Im Gegensatz zu der Darstellung des Auftretens von Salmonella-lsolaten (ja/nein)
auf den untersuchten Tierkérpern, Tierkérperteilen und beriihrenden Gerate-
oberflachen in Kapitel 4.2.2 wird in diesem Kapitel gezielt die Anwesenheit und
Ubertragung von Salmonella in der Fleischgewinnungslinie vor dem Hintergrund ihrer
phanotypischen und genotypischen Identizitdt diskutiert. Zunéchst wird ein
moglicherweise gehauftes Auftreten innerhalb einzelner Probenahmetage (Kapitel
4.2.3.1) sowie ein wiederholtes Auftreten an verschiedenen Tagen wahrend des
ganzen Probenahmezeitraums betrachtet (Kapitel 4.2.3.2). Kapitel 4.2.3.3 behandelt
das Vorkommen verschiedener lIsolate in einer Probe. Die Interpretation des
Auftretens von (identischen) Salmonella-lsolaten in den Arbeitsablaufen der Fleisch-
gewinnung mit dem Bezug zu einzelnen Tierkérpern an einzelnen Probenahmetagen
erfolgt in Kapitel 4.3.2.4.

Fur den Anwesenheit von Salmonellen in einer Fleischgewinnungslinie kommt als
wichtige Eintragsquelle das Tier, in dem vorliegenden Fall das Schwein, in Frage
(BERENDS et al. 1997). Wie SOERENSEN et al. (1999) zeigten, kann es sich bei
Salmonella-Nachweisen auf Gerateoberflachen um eine Hausflora handeln, die fir
eine kontinuierliche Kontamination der Tierkérper- und Gerateoberflache sorgt.
Dieser Frage wird im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht nachgegangen, da sich
die Betrachtungen auf die Verteilung und Verschleppung von Salmonellen in der
Fleischgewinnungslinie fokussiert, nachdem der Eintrag von Salmonellen erfolgt ist.
Zudem wirde auch der Versuchsaufbau eine solche Aussage, wie sie z.B. bei
SOERENSEN et al. (1999) oder HALD et al. (1999) getroffen wurde, nicht zulassen.
Hierzu waren z.B. Probenahmen von den Gerateoberflachen auch vor Arbeitsbeginn

notwendig gewesen.

4.2.31 Auftreten von Salmonella innerhalb eines Probenahmetages

Um Haufungen, Verwandtschaften und ldentitdten der Isolate innerhalb einzelner

Probenahmetage bemerken zu kénnen, werden die phanotypischen Merkmale der
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Isolate in den Tabellen 4.9 bis 4.12 in Kombination mit den Ergebnissen der
Restriktionsanalyse unabhangig von dem origindren Probenmaterial dargestelit.

Wie auch der Tabelle 3.19 zu entnehmen ist, wurden an den Probenahmetagen 1, 2,
3, 5, 7 und 8 keine Salmonellen isoliert. An den Tagen 4, 6, 11 und 12 wurde jeweils
nur ein Isolat von einer einzigen Probenahmeposition nachgewiesen, so dass diese
Tage in der folgenden Darstellung nicht aufgefiihrt werden.

Fur eine detaillierte Aufstellung der unterschiedlichen Isolate von verschiedenen
Positionen kommen die nachfolgend dargestellten Probenahmetage 9, 10, 13 und 14

in Frage.
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Am 9. Probenahmetag (vergl. Tabelle 4.9) wurde als einzige Serovar S. ssp. |
Rauform gefunden. Die drei Isolate unterschieden sich im Resistenzverhalten und
bei den PFGE-Mustern. Die beiden Proben identischer Herkunft (Durchgang 9/
Probenummer 47) wiesen gleiches Resistenzverhalten (AMP/K/S/SU/TE) auf,
unterschieden sich jedoch bei Xbal im dargestellten Bandenmuster nach TENOVER
et al. (1995) in den Folgen jeweils nur eines genetischen Ereignisses. Mit Spel
konnten zwei eigenstandige Hauptmuster dargestellt werden.

Bei dem Isolat 9/5 war das PFGE-Muster mittels Spel identisch mit dem Muster eines
der Isolate mit der Bezeichnung 9/47; die Bandenmuster mit den Enzymen Xbal und
BInl unterschieden sich von beiden anderen Isolaten dieses Durchgangs jeweils in
den Folgen eines genetischen Ereignisses und sind somit nhach TENOVER et al.
(1995) nahe verwandt. Es ist nicht nachzuvollziehen, ob die Mutationen, die fiir die
Unterschiede in den Bandenmustern ursachlich sind, in der Tat schon bei der
Isolierung vorhanden waren und somit ein Indiz fir die Unterschiedlichkeit der
Stamme darstellen. Ebenso wére es denkbar, dass die Veranderungen in vitro bei
der Lagerung oder Subkultivierung wahrend der Untersuchungen entstanden sind
(MURASE et al. 1996). Hier wird eine Identitat als wahrscheinlich gesehen, dies vor
dem Hintergrund der bekannten Homogenitat von Salmonella und den gegebenen
Lagerungszeiten.

Fazit: Vor dem Hintergrund, dass Resistenzen umweltbedingt verloren und erworben
werden kdnnen, wurden die Isolate von Probenahmetag 9 einem gemeinsamen

genetischen Ursprung zugeordnet.

Tabelle 4.9: Phanotypische und genotypische Merkmale der Salmonellen an
Probenahmetag 9

Probe- Serovar
nahmetag/ Resistenzmuster PFGE-Muster
Phagentyp
-nummer
9/47* S. ssp. | Rauform AMP/K/S/SUITE X1-2/B1/Sp1-1
9/47* S. ssp. | Rauform AMP/K/S/SUITE X1/B1/Sp2
9/5 S. ssp. | Rauform AMP/K/S/SU X1-1/B1-1/Sp1-1

* aus einer Probe stammende, unterschiedliche Isolaten; vergl. Kapitel 4.2.3.3
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Am 10. Probenahmetag waren die untersuchten S. Infantis-Stdmme gegeniiber den
getesteten Antibiotika vorwiegend empfindlich und verfliigten Uber identische
Restriktionsmuster (X3/B3/Sp3).

S. Infantis 10/101 war resistent gegeniber Sulfonamid und zeigte das Bandenmuster
X3/B-3-1/Sp3. Die S. Infantis-Isolate mit den Bezeichnungen 10/103, 10/105 und
10/110 verflgten sowohl Uber identisches Resistenzverhalten (SU/TE) als auch Uber
identische Bandenmuster in der Restriktionsanalyse (X3/B3-2/Sp3). Diese Isolate
sind unter Verwendung der Kriterien von TENOVER et al. (1995) nahe verwandt.

Bei den Isolaten vom 10. Probenahmetag (vergl. Tabelle 4.10) zeigten sich bei der
Untersuchung der Isolate mit den Enzymen Xbal und Spel vollstdndige
Ubereinstimmungen. Lediglich nach der Untersuchung mit Binl konnten kleine
Abweichungen bei gleichbleibendem Hauptmuster dargestellt werden (Nummer
10/101, 10/103, 10/105, 10/110). Die Isolate kénnen unter Bertcksichtigung der
genannten Homogenitat von Salmonellen, lagerungsbedingten Einflissen und dem
identischen Probenumfeld (TENOVER et al. 1995, MURASE et al. 1996) einem

ubereinstimmenden genetischen Ursprung zugeordnet werden.

Tabelle 4.10: Phanotypische und genotypische Merkmale der Salmonellen an
Probenahmetag 10
nam':fag/ PSh:;Z\r:tay; Resistenzmuster PFGE-Muster
-nummer
10/49 S. Infantis sensibel X3/B3/Sp3
10/92 S. Infantis sensibel X3/B3/Sp3
10/93 S. Infantis sensibel X3/B3/Sp3
10/101 S. Infantis SuU X3/B3-1/Sp3
10/103 S. Infantis SU/TE X3/B3-2/Sp3
10/105* S. Infantis sensibel X3/B3/Sp3
10/105* S. Infantis SU/TE X3/B3-2/Sp3
10/110 S. Infantis SU/TE X3/B3-2/Sp3

* aus einer Probe stammende, unterschiedliche Isolate; vergl. Kapitel 4.2.3.3
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Am 13. Probenahmetag (vergl. Tabelle 4.11) wurden S. Typhimurium-Isolate der
Phagentypen DT 120 und U 302 sowie S. ssp. | Rauform nachgewiesen. Alle S.
Typhimirium DT 120 lIsolate sowie die Stdmme in Rauform verfugten Uber ein
einheitliches Antibiogramm und identische PFGE-Muster (AMP/S/SU/TE; X2/B1/Sp1)
und sind somit jeweils vollstandig identisch und einem gemeinsamen Ursprung
zuzuordnen.

S. Typhimurium U302-Isolate ist vollstdndig sensibel gegeniber den getesteten
Antibiotika und verfugt Uber das PFGE-Muster X4/B4/Sp5. Nach DORN et al. (2004)
konnte seit 1997 Salmonella Typhimurium U302 im Bundesinstitut fur
Risikobewertung in Deutschland nur in 13 Fallen beim Schwein oder aus
Schweinefleischprodukten isoliert werden. Der hier gelungene singulare Nachweis
hat fir Deutschland demnach Seltenheitswert, ist jedoch fur die Epidemiologie der

Salmonellen in der hier untersuchten Fleischgewinnungslinie ohne Bedeutung.

Tabelle 4.11: Phanotypische und genotypische Merkmale der Salmonellen an
Probenahmetag 13

Probe- Serovar :
nahmetag/ Phagentyp Resistenzmuster PFGE-Muster
-nummer
13/46 S. Typhimurium DT 120 |AMP/S/SU/TE X1/B1/Sp1
13/60* S. Typhimurium DT 120 |AMP/S/SU/TE X1/B1/Sp1
13/60* S. ssp | Rauform AMP/S/SU/TE X1/B1/Sp1
13/61 S. Typhimurium DT 120 |AMP/S/SU/TE X1/B1/Sp1
13/62* S. Typhimurium DT 120 |AMP/S/SU/TE X1/B1/Sp1
13/62* S. ssp. | Rauform AMP/S/SU/TE X1/B1/Sp1
13/110 S. Typhimurium U 302 sensibel X4/B4/Sp5

* aus einer Probe stammende, unterschiedliche Isolate; vergl. Kapitel 4.2.3.3
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Die Salmonella-Isolate vom 14. Probenahmetag (vergl. Tabelle 4.12) erwiesen sich
durchgehend als S. Infantis oder als S. ssp. | Rauform. Die Reaktion auf die

getesteten Antibiotika war, mit zwei Ausnahmen, vollstandig sensibel.

Tabelle 4.12: Phanotypische und genotypische Merkmale der Salmonellen an
Probenahmetag 14

Probe- Serovar .
nahmetag/ Phagentyp Resistenzmuster PFGE-Muster
-nummer
14/46* S. ssp.l Rauform sensibel nicht mehr anziichtbar
14/46* S. ssp. | Rauform sensibel X3-1/B3/Sp3-1
14/46* S. Infantis sensibel X3-1/B3/Sp3-1
14/47* S. ssp. Rauform sensibel nicht mehr anzichtbar
14/47* S. ssp. | Rauform sensibel X3-1/B3/Sp3-1
14/60* S. Infantis sensibel X3-2/B3/Sp3
14/60* S. Infantis sensibel nicht mehr anziichtbar
14/60* S. Infantis TE X3/B3/Sp3
14/60* S. Infantis TE nicht mehr anziichtbar
14/91 S. Infantis sensibel X3-2/B3/Sp3
14/104 S. Infantis sensibel nicht mehr anziichtbar
14/104 S. Infantis sensibel nicht mehr anziichtbar
14/111* S. Infantis sensibel nicht mehr anziichtbar
14/111* S. Infantis sensibel X3-2/B3/Sp3

* aus einer Probe stammende, unterschiedliche Isolaten; vergl. Kapitel 4.2.3.3

Alle anzichtbaren Isolate vom 14. Probenahmetag zeigten mit dem Makro-
restriktionsenzym Blinl identische Bandenmuster (B3).

Die PFGE-Muster der Isolate vom 14. Probenahmetag mit den Probenummern 46
und 47 (S. ssp. | Rauform und S. Infantis) stimmten in den PFGE-Mustern auf der
Grundlage aller verwendeten Enzyme Uberein (X3-1/B3/Sp3-1).

Isolate mit den Probenummern 14/60, 15/91 und 14/111 (S. Infantis) zeigten ein
identisches Bandenmuster (X3-2/B3/Sp3), welches sich bei Verwendung der Enzyme
Xbal und Spel jeweils in den Folgen eines genetische Ereignisses nach TENOVER
et al. (1995) um eine Bande von dem Muster der Isolate 14/46 und 14/47 (X3-
1/B3/Sp3-1) unterschied, jedoch Uber gleiche Hauptmuster verfugt.
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Zwei S. Infantis-Isolate mit der Probenummer 60 zeigten eine Einfach-Resistenz
gegen Tetracyclin. Die dazugehdérigen Bandenmuster (X3/B3/Sp3) unterschieden
sich von den Mustern der anderen am gleichen Tag isolierten Stamme bei den
Enzymen Xbal und Spel jeweils in Folge eines genetischen Ereignisses.

Angesichts des massiven und ausschliellichen Auftretens dieser Serovar an diesem
Probenahmetag und der Tatsache, dass alle Isolate Uber gleiche Hauptmuster
verfigen, liegt es nahe, dass die S. Infantis-Isolate der unterschiedlichen Probe-
nahmepostionen uber ein und dieselbe Quelle in die Fleischgewinnungslinie gelangt

und einem gemeinsamen genetischen Ursprung zuzuordnen sind.

4.2.3.2 Wiederholtes Auftreten von Salmonella an verschiedenen

Probenahmetagen

Ein wiederholtes Auftreten phanotypisch und genotypisch vollstandig identischer
Salmonellen an verschiedenen (nachfolgenden) Probenahmetagen (PNT) konnte (im
Gegensatz zu den gezeigten Ubereinstimmungen innerhalb eines Tages) nicht
festgestellt werden. Die Unterschiede zwischen einzelnen Isolaten von unter-
schiedlichen Probenahmetagen beliefen sich jedoch teilweise lediglich auf das
Resistenzmuster oder Variationen des PFGE-Musters innerhalb eines Hauptmusters.
Solche Isolate kénnen, wie in Kapitel 4.2.3.1 diskutiert, dann einem gemeinsamen
genetischen Ursprung zugeordnet werden, wenn sie aus einem gemeinsamen
Umfeld stammen (Ort, Zeitpunkt). In Tabelle 4.13 sind entsprechende Isolate von
unterschiedlichen Probenahmtagen aufgefuhrt, um die mégliche Zuordnung zu
einem gemeinsamen Ursprung vor dem Hintergrund der unterschiedlichen Probe-

nahmezeitpunkte diskutieren zu kénnen.

Es waren vergleichbare Isolate vom 6. und 13. Probenahmetag, vom 10. und 14.
sowie vom 4. und 11. Probenahmetag darstellbar. Die tbrigen Salmonella-Stamme
(vergl. Tabelle 3.19), wie S. Enteritidis vom 12. Probenahmetag und S. Typhimurium

U 302, traten nicht wiederholt auf, so dass hier ein entsprechender Vergleich entfallt.
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Tabelle 4.13: Vergleich von Isolaten von unterschiedlichen Probenahmetagen

Tag Position Serovar und Resistenz PFGE-Muster
Phagentyp
Tonsillen, FIU Tierkérper S. Typhimurium
6 DT 120 TE X1/B1-3/Sp1
Bauchlappen, Eviszeration;
Handfldche, Eviszeration; S. Typhimurium
13 | KHS, FIU Tierkorper. DT 120  |AMP/SISUITE | X1/B1/Spt
KHS, FIU Organe
Handfldche, Eviszeration; S. ssp. |
13 KHS, FIU Organe Rauform AMP/S/SU/TE | X1/B1/Sp1
Bauchlappen, FIU Tierkorper;
10 | Herz (Anschnitt); Tonsillen, S. Infantis sensibel X3/B3/Sp3
FIU Tierkoérper,
10 |Herz (Gesamt) S. Infantis SU X3/B3-1/Sp3
10 |Herz (Gesamt); Tonsillen, S. Infantis | SU/TE X3/B3/Sp3
FIU Tierkorper
14 Bauchlappen, Eviszeration; S. ssp. | sensibel nicht mehr anziicht-
Bauchlappen, FIU Tierkérper Rauform bar fur die PFGE
Bauchlappen, Eviszeration; S.ssp. | .
14 Bauchlappen, FIU Tierkérper Rauform sensibel X3-1/B3/Sp3-1
14 | Bauchlappen, Eviszeration; S. Infantis sensibel X3-1/B3/Sp3-1
Handflache, Eviszeration; . .
14 Herz (Gesamt); Lymphknoten S. Infantis sensibel X3-2/B3/Sp3
14 | Handflache, Eviszeration S. Infantis TE X3/B3/Sp3
Handfldche, Eviszeration . nicht mehr anzicht-
14 S. Infantis TE bar fiir die PEGE
Handfldche, Eviszeration; nicht mehr anziicht-
14 | Tonsillen, FIU Tierkérper: S. Infantis sensibel L
bar fur die PFGE
Lymphknoten
Messer; v.G., Eviszeration S. Typhimurium | AMP/C/S/SU/
4 DT 104Blow |SXTTEW | X6/B10/SP9
1 KHS, FIU Tierkérper S. Tg_ﬁ)_h;rgrilum AMP/S/SU/TE | X6/B10/Sp9

v.G. = Vor Gebrauch; FIU = Fleischuntersuchung; KHS = Kettenhandschuh

Die hier aufgefuhrten Isolate vom 6. und vom 13. Probenahmetag verfigen zwar
B1, Sp1),

gemeinsamen Ursprung zugeordnet werden. Die Probenahmetermine (6.08.1999

Uber identische Hauptmuster (X1, kénnen aber dennoch keinem
und 21.01.2000) liegen mit einem Abstand von finf Monate zwar innerhalb der
Spanne von einem Jahr, die TENOVER et al. (1995) bei epidemiologischen
Betrachtungen von lIsolaten fir den Probenahmezeitraum angibt. WEIGEL et al.
(2004) hingegen halten es jedoch angesichts genetischer Veranderungen
mikrobieller Populationen bereits nach einem Monat fiir unwahrscheinlich, wirklich

genetisch verwandte Isolate zu finden. Da Resistenzen in der Regel Plasmid-codiert
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sind, konnen die unterschiedlichen Resistenzmuster durch Umwelteinfliisse induziert
worden sein, ohne die PFGE-Muster zu beeinflussen. Ebenso kann die Ausbildung
der Rauform des Isolats vom 13. Probenahmetags &uflere Umweltinflisse
widerspiegeln. Es liegen zudem keine Informationen Uber eine mdoglicherweise

gleiche Herkunft der Tiere beim sechsten und 13. Probenahmetag vor.

Auch beim 10. und 14. Probenahmetag liegen die Termine (8.11.1999 und
14.02.2000) nach WEIGEL et al. (2004) zu weit auseinander, um die Ergebnisse in
einen gemeinsamen epidemiologischen Zusammenhang zu stellen. Auch in diesem
Fall liegen keine Informationen Uber eine denkbarer Weise gleiche Herkunft der Tiere
vor. Die im Vergleich mit anderen Probenahmetagen gré3ere Anzahl von Isolaten mit
geringen Abweichungen weist auf starke Umwelteinflisse hin, die Ursache fur die
Enstehung von Rauformen oder Resistenzverlust bzw. -gewinn sein kénnen. Die
Abfolge der molekularbiologischen Aufbereitung ergab zudem fiir die Isolate vom 14.
Probenametag die langste Lagerung, was nach MURASE et al. (1996) Einfluss auf

die PFGE-Muster nehmen kann.

Fur die Isolate vom 4. und 11. Probenahmetag kann trotz der Ubereinstimmung der
genotypischen ldentitat der Isolate kaum ein gemeinsamer Ursprung angenommen
werden. S. Typhimurium DT 104 ist in Nordeuropa weit verbreitet (MEAT &
LIVESTOCK COMMISSION 2001) und so klonal, dass die Abwesenheit von
Unterschieden bei der PFGE nicht automatisch Identitat bedeuten muss. Demzufolge
kann beispielsweise die Infektion zweier Schweineherden mit unterschiedlichen S.
Typhimurium DT 104-Stammen stattgefunden haben, die dennoch in der PFGE ein
einheitliches Bild zeigen. Zudem hat sich die PFGE zur Feintypisierung von S.
Typhimurium DT 104 bei MALORNY et al. (2001) als unzureichend erwiesen, so
dass die untersuchten Isolate mdglicherweise unterschiedlich sind, diese

Unterschiede aber mit der PFGE hier nicht erfasst werden konnten.

Auch wenn also an verschiedenen Tagen lIsolate wiederholt auftraten, die unter
Bericksichtigung der Klonalitat von Salmonellen und den Ergebnissen von MURASE
et al. (1996) auf einen gemeinsamen genetischen Ursprung hinweisen kdénnen, lasst
sich  kein Zusammenhang zwischen den Isolaten von verschiedenen

Probenahmtagen darstellen. Der zeitliche Abstand des Auftretens vergleichbarer
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Isolate ist nach WEIGEL et al. (2004) zu gro3, um einen gemeinsamen
epidemiologischen Hintergrund zu unterstellen. Dies ware jedoch nach TENOVER et
al. (1995) und WEIGEL et al. (2004) Voraussetzung, um eine gleiche genetische
Herkunft anzunehmen.

Es ist jedoch denkbar, dass sich zumindest Gber einen Probenahmetag hinweg die
charakterisierten Stadmme als eine Art Hausflora etablieren konnten. Diese
Vermutung kann mit dem hier beschriebenen methodischen Vorgehen weder

bestatigt noch ausgeschlossen werden.

4.2.3.3 Wiederholtes Auftreten von Salmonella in einer Probe

Aus einzelnen Proben konnten im Laufe der Identifizierung mehrere Isolate aus einer
Probe angeziichtet werden, deren Herkunft in Tabelle 4.14 aufgefiihrt ist. Die Isolate
aus einer Probe waren nicht immer identisch: Die Abweichungen zeigten sich
zunachst bei der Serovarbestimmung, wo z.T. nur Rauformen dargestellt werden
konnten. Ebenso waren abweichende Resistenz- und PFGE-Muster in den
unterschiedlichen Isolaten aus einer Probe zu erkennen. Bei Isolaten, die fur die
PFGE nicht mehr anzichtbar waren, kann ein Unterschied zumindest nicht

ausgeschlossen werden.
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Tabelle 4.14: Unterschiedliche Salmonella-lsolate aus einer Probe
(vergl. Tabelle 3.19)

Probe- . Unterscheidung in
Probenmaterial
nahmetag/ Serovar o folgendem
(Probenposition)
-nummer Merkmal
9/47 S. ssp. | Rauform Bauchlappen (FIU Tierk.) PFGE-Muster
. . Resistenzmuster,
10/105 S. Infantis Tonsillen PEGE
13560 | S Typhimurium DT120, Handflachen Serovar
S ssp. | Rauform
S. Typhimurium DT120, Kettenhandschuh
13/62 S. ssp. | Rauform (FIU Organe) Serovar
14/46 S. Infantis, Bauchlappen (Eviszeration) | Serovar, PFGE ?"
S. ssp. | Rauform ' :
14/47 S. ssp. | Rauform Bauchlappen (FIU Tierk.) PFGE ?
14/60 S. Infantis Handflache Resistenz, PFGE (?)’
14/104 S. Infantis Tonsillen PFGE?'
14/111 S. Infantis Lymphknoten PFGE ?'

FIU = Fleischuntersuchung, Tierk. = Tierkérper
' Die Isolate waren fiir die PFGE nicht mehr anziichtbar. Ein Unterschied der
entsprechenden Enzymmuster kann nicht ausgeschlossen werden.

Derartige Ergebnisse bestatigen die Forderung von MURASE et al. (1996) und
WONDERLING et al. (2003), bei epidemiologischen Betrachtungen im Schlachthof
aus einer Probe mehrere Isolate zu untersuchen. Die zuletzt genannten Autoren
hatten in 54% ihrer Proben mehr als einen Salmonella-Typ auf den untersuchten
Schweinekarkassen nachweisen kénnen. Bei der Unterscheidung der Isolate kam
dann als genotypische Untersuchungsmethode die PFGE mit dem Enzym Xbal zum
Einsatz. In der vorliegenden Arbeit wurden in 37,5% der Proben mehrere

unterschiedliche Isolate dargestellt.

4234 Wiederholtes Auftreten von Salmonella in den Arbeitsablaufen der

Fleischgewinnungslinie

Im Unterschied zu Kapitel 4.3.2.2, in dem der Fokus auf den Ubereinstimmungen der
Isolate eines Probenahmetages liegt, wird in diesem Kapitel das urspringliche
Probenmaterial der Isolate berlicksichtigt. Betrachtet wird das Auftreten von
Salmonellen eines mdglichen gemeinsamen genetischen Ursprungs vor dem
Hintergrund einzelner Arbeitszyklen und des jeweils beprobten Tieres. Anhand der
Ergebnisse des 1., 6., 11. und 12. Probenahmetages waren keine Zusammenhange
darstellbar, am 9., 10., 13. und 14. Tag jedoch sehr wohl.
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Die am 9. Probenahmetag isolierten Salmonellen stammten aus verschiedenen
Arbeitsbereichen [Fleischuntersuchung Organe (Messer vor Gebrauch) und
Fleischuntersuchung Tierkdrper (hier entnommen: Bauchlappen)]. Legt man fur
diesen Probenahmetag die Aussagen von TENOVER et al. (1995) Uber die
Verwandtschaftsverhéltnisse von lIsolaten zugrunde, so liegt der Gedanke einer
Identitat nahe (Tab. 4.15). Hierzu mussen einige (kleinere) Unterschiede als durch in
vitro entstandene Mutationen bedingt betrachtet werden (MURASE et al. 1996). So
kénnen die Isolate einem identischen Ursprung zugeordnet werden. Da alle Isolate
von Tier 2 stammen, lassen auch die Arbeitsablaufe diese Schlussfolgerung zu:

Die Tatsache, dass bei der Fleischuntersuchung der Organe auf dem Messer bereits
vor Gebrauch Salmonella nachweisbar war, zeigt, dass bereits vor der Untersuchung
von Tier 2 das Messer mit Salmonella kontaminiert worden sein muss. Nimmt man
an, dass bei Schichtbeginn die eingesetzten Messer frei von Keimen gewesen sind,
so kann hiermit die Ubertragung von den Tierkérperteilen auf die Oberflaiche der
Handgerate belegt werden. Hinzuweisen ist aullerdem auf die offensichtlich

mangelnde Unterbrechungsfunktion der Sterilisieranlage.

Tabelle 4.15: Herkunft, phanotypische und genotypische Charakterisierung von
Salmonella-lsolaten am Probenahmetag 9

Tier- | Beprobungs- Resistenz-
K& bereich/ Serovar PFGE-Muster
orper Material muster
FIU Organe /
Messer S. ssp. | Rauform | AMPI/KISISU | X1-1/1B1-1/Sp1-1
Tier 2 vor Gebrauch
I€T 2 |FIU Tierkorper/ AMPIKISISU/
Bauchlappen® S. ssp. | Rauform TE X1/B1/Sp2
FIU Tierkorper/ AMPIKISISU/
Bauchlappen® S. ssp. | Rauform TE X1-2/B1/Sp1-1

* aus einer Probe stammend
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Die Isolate des 10. Probenahmetages (vergl. Tabelle 4.16) stammten von
verschiedenen Tierkdrpern bzw. aus unterschiedlichen Arbeitsbereichen. So konnten
bei der Verfolgung des Tieres 4 sowohl bei der Fleischuntersuchung des Tierkérpers
(Bauchlappen, Tonsillen) als auch aus dem Bereich Fleischuntersuchung der Organe
(Herz Anschnitt, Herz AulRen) identische Salmonella-Isolate nachgewiesen werden
(vergl. auch Kapitel 4.2.3.1). Ebenfalls im Arbeitsbereich der Fleischuntersuchung
der Organe konnte beim 12. und beim 14. Tierkérper (jeweils Herz Aufien)
Salmonella nachgewiesen werden. Bei der Beprobung des 14. Tierkdrpers war
zudem bei der Fleischuntersuchung des Tierkérpers aus den Tonsillen ein Nachweis
zu fuhren. Beide Isolate vom 14. Tierkérper sind phédno- und genotypisch identisch
mit einem Isolat von Tier 4 (Fleischuntersuchung Tierkdrper, Tonsillen). Hier ist eine
Ubertragung von Tier zu Tier darstellbar, an der im Prozessablauf die beriihrenden
Oberflachen beteiligt gewesen sein missen, da ohne ein solches Vehikel der
Nachweis von Salmonellen auf der AuRenflache des Herzens nicht méglich gewesen
ware.

Am 10. Probenahmetag stammten alle Salmonella-Isolate von Organen oder
Tierkorperteilen. Es konnte kein Salmonella-Nachweis direkt von einer der
untersuchten Gerateoberflachen gefihrt werden.

Der vorliegende Nachweis von S. Infantis in den Tonsillen von Tier 4 legt die
Vermutung nahe, dass die untersuchten Schlachttiere bereits vor Eintritt in die
Fleischgewinnungslinie mit dem Erreger kontaminiert waren. Ob die Kontamination
des Bauchlappens direkt oder indirekt durch Kontakt mit einem verschmutzten
Messer erfolgte, konnte nicht geklart werden. Dies gilt ebenfalls fur die Aulenflache
des Herzens an der Position der Fleischuntersuchung der Tierkérper. Der Nachweis
von der Anschnittflaiche des Herzens kénnte nahe legen, dass das Messer bei der
Fleischuntersuchung der Organe mit S. Infantis (X3/B3/Sp3) kontaminiert war. Ein

entsprechender Salmonella-Nachweis ist jedoch nicht gelungen.

140



Diskussion

Tabelle 4.16: Herkunft, phanotypische und genotypische Charakterisierung von
Salmonella-lsolaten am Probenahmetag 10

Tier- Beprobungs- Resistenz-
korper | bereich/ Material Serovar muster PFGE-Muster
FIU Tierkdrper | g | eantis sensibel X3/B3/Sp3
Bauchlappen
FIU Tierkdrper S. Infantis sensibel X3/B3/Sp3
Tier 4 Tonsillen S. Infantis SUITE X3/B3-2/Sp3
FIU Organe , .
Herz Anschnitt S. Infantis sensibel X3/B3/Sp3
FIU Organe , .
Herz AuRen S. Infantis sensibel X3/B3/Sp3
. FIU Organe .
Tier 12 Herz AuRen S. Infantis SuU X3/B3-1/Sp3
FIU Organe S. Infantis SUITE X3/B3-2/Sp3
: Herz Aulden
Tier 14 FIU Tierka
erorper S. Infantis SUITE X3/B3-2/Sp3
Tonsillen
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Alle Isolate vom 13. Probenahmetag, die von Tier 1 oder Tier 2, bzw. aus deren
Umfeld stammten, waren vollstandig identisch. Ausnahme bildeten lediglich zwei
Rauformen, die ansonsten phanotypisch und genotypisch mit den anderen Isolaten
Ubereinstimmten. Die Salmonella-positiven Proben von Tier 1 stammten aus dem
Bereich Eviszeration (Handflache, Bauchlappen). Von Tier 2 konnte Salmonella bei
der Fleischuntersuchung der Tierkérper (Kettenhandschuh) und Fleischuntersuchung
der Organe (Kettenhandschuh) isoliert werden. Von Tier 14 wurden S. Typhimurium
U302-Isolate gewonnen, die mit keinem der anderen isolierten Stdamme verwandt
sind (siehe Tabelle 4.17).

Der Nachweis von Salmonellen mit identischen Merkmalen von Bauchlappen und
Handflache bei der Eviszeration weist auf eine Ubertragung von Salmonellen hin.
Dies erfolgte entweder von dem Bauchlappen auf die Handflache oder von der
Handflache auf den Bauchlappen.

Auch auf Kettenhandschuhen bei den beiden Positionen der Fleischuntersuchung
konnten identische Salmonellen nachgewiesen werde, jedoch nicht auf den
korrespondierenden Kontaktflichen an Tierkérper und Organen. Dennoch wird
hiermit gezeigt, dass identische Salmonell-Isolate in der Fleischgewinnungslinie
weitergereicht werden und diese Ubertragung unter Beteiligung der Handgerate
stattfindet. Gerade die Kettenhandschuhe sind bekannt fur ihre schwierige

Hygienisierbarkeit.

Tabelle 4.17: Herkunft, phanotypische und genotypische Charakterisierung von
Salmonella-lsolaten am Probenahmetag 13

Tier- Beprobungs- Resistenz-

korper | bereich/ Material Serovar muster PFGE-Muster
Eviszeration S. Typhimurium
Bauchlappen DT120 AMPISISUITE |X1/B1/Sp1

. S. Typhimurium

Tier 1 Eviszeration DT120 AMPISISUITE |X1/B1/Sp1
Handfldche S. Subsp. 1l \mpisiSUITE | X1/B1/Sp1

Rauform

FIU Tierkorper S. Typhimurium
Kettenhandschuh |DT120
S. Typhimurium

AMP/SISUITE | X1/B1/Sp1

Tier 2 FIU Organe DT120 AMP/SISUITE | X1/B1/Sp1
Kettenhandschuh |S.  Subsp. | AMPISISUITE | X1/B1/Sp1
Rauform
. FIU Tierkdrper S. Typhimurium :
Tier 14 Tonsillen U 302 sensibel X4/B4ISp5
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Alle Isolate vom 14. Probenahmetag stammen von Tier 1 und Tier 2 oder aus deren
nahem Umfeld (vergl. Tabelle 4.18). Es konnten von Tierkérper 1 Salmonella-Isolate
bei der Eviszeration (Bauchlappen und Handflache) dargestellt werden. Von
Tierkdrper 2 konnte Salmonella in den Bereichen Fleischuntersuchung der Tierkérper
(hier entnommen: Bauchlappen) sowie bei der Fleischuntersuchung der Organe

(Herz Aulien, Tonsillen, Lymphknoten) isoliert werden.

Tabelle 4.18: Herkunft, phanotypische und genotypische Charakterisierung von
Salmonella-lsolaten am Probenahmetag 14

Tier- Beprobungs- Resistenz-
korper bereipchl Matgerial Serovar muster PFGE-Muster
Eviszeration S. Subsp. | Rauform sens@bel nicht anziichtbar
Bauchlappen S. Subsp. | Rauform sens!bel X3-1/B3/Sp3-1
- S Infantis sensibel X3-1/B3/Sp3-1
ko S. Infantis sensibel X3-2/B3/Sp3
= Eviszeration S. Infantis sensibel nicht anzichtbar
Handflache S. Infantis TE X3/B3/Sp3
S. Infantis TE nicht anzichtbar
FIU Tierkorper S. Subsp. | Rauform |sensibel nicht anziichtbar
Bauchlappen S. Subsp. | Rauform |sensibel X3-1/B3/Sp3-1
. T Organe S. Infantis sensibel | X3-2/B3/Sp3
= _II:_IU Tlerkorper S. Infantis sensibel nicht anztichtbar
onsillen
FIU Tierkdrper S. Infantis sensibel X3-2/B3ISp3
Lymphknoten S. Infantis sensibel nicht anzichtbar

Eine Zuordnung der Isolate von beiden Tieren zu einem gemeinsamen genetischen
Ursprung kann vorgenommen werden (vergl. Kapitel 4.2.3.1). Dies, sowie die
Ubereinstimmung der Isolate von Tier 1 (Eviszeration Handflachen, S. Infantis,
sensibel, X3-2/B3/Sp3) und Tier 2 (Fleischuntersuchung Organe, Herz Aulien sowie
Fleischuntersuchung Tierkérper, Lymphknoten, jeweils S. Infantis, sensibel, X3-
2IB3ISp3) zeigt deutlich die Manifestation der Salmonellen in der Gewinnungslinie.
Auch der Nachweis von Salmonellen eines genetisch gleichen Ursprungs sowohl auf
Bauchlappen und Handflachen bei der Eviszeration von Tier 1 als auch auf den
(wahrscheinlich von denselben Handflachen berihrten) Bauchlappen von Tier 2
zeigen eine Ubertragung von Salmonellen a) von Tierkérperteil zu Produkt
beriihrenden Hand(ober-)flachen und b) von Tierkérper zu Tierkérper durch c)
verschiedene Arbeitspositionen zwangslaufig unter Beteiligung der Oberflachen als
Vehikel.
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5 Zusammenfassung

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Darstellung einer méglichen Beteiligung
Produkt beriuhrender Oberflachen der Fleischgewinnung beim Schwein an der
Verteilung von Salmonellen Uber die Prozesslinie hinweg.

Uber einen Zeitraum von 12 Monaten hinweg wurden an 14 Probenahmetagen
insgesamt 1.638 Proben von vier Arbeitspositionen der ,reinen Seite® der
Prozesslinie (Eviszeration der Bauchhohle, Spaltung des Tierkérpers, Fleisch-
untersuchung des Tierkérpers, Fleischuntersuchung der Organe) kulturell auf
Salmonellen untersucht. Die Probenahme umfasste jeweils sowohl Produkt
beriihrende Oberflachen vor und unmittelbar nach Kontakt (Messer vor und nach
Gebrauch, Beil vor und nach Gebrauch, Handflachen und Kettenhandschuhe mittels
Tupfer beprobt) als auch berthrte Tierkérperteile und Organe (Bauchlappen,
Ruckenspeck, Tonsillen, Mandibularlymphknoten und Herz in destruktiver Probe-
nahme) sowie das Wasser der Sterilisationsbecken. Zusatzlich wurden alle
erhaltenen Salmonella-lsolate naher charakterisiert.

Bei den Produkt beriihrenden Oberflachen wurde mit der aeroben Gesamtkeimzahl
und den Enterobacteriaceae der Hygienestatus kulturell erfasst. Alle erhaltenen
Salmonella-lsolate von unterschiedlichen Proben wurden zur Darstellung von
moglichen Ubereinstimmungen sowohl phanotypischen Untersuchungen (Sero-
typisierung, ggf. Phagentypisierung, Resistenzbestimmung) unterzogen, als auch
genotypisch mit der Pulsfeld-Gelelektreophorese (PFGE) (Enzyme: Xbal, Binl und

Spel) untersucht.

Bei der Erfassung des Hygienestatus zeigte sich, dass die gebrauchsfertigen Messer
nicht immer keimfrei waren. Die aerobe Gesamtkeimzahl der Messer lag bereits vor
Gebrauch zwischen 2,7 und 3,2 log KbE/cm? bzw. ml. Die Belastung mit
Enterobacteriaceae war 2,6 - 3,1 log KbE/cm? bzw. ml bei einer prozentualen
Belastung von 1 - 5,1%. Mit der Nutzung der Messer stieg der aerobe Keimgehalt auf
3,3 - 3,8 log KbE/cm? bzw. ml um eine halbe bis eine Logarithmusstufe an. Ebenso
stieg die Belastung der Messer mit Enterobacteriaceae auf 3,0 bis 3,6 log KbE/ cm?
bzw. ml. Die prozentuale Enterobacteriaceae-Belastung lag nach dem Gebrauch der
Messer bei 26,5 — 33,7%.
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Der aerobe Keimgehalt der Spaltbeile lag sowohl vor als auch nach Gebrauch bei 2,7
log KbE/cm?. Vor Gebrauch waren keine Enterobacteriaceae nachweisbar. Nach
Gebrauch waren 2% der Spaltbeile Enterobacteriaceae-positiv. Die entsprechende
Keimbelastung lag bei 2,4 log KbE/cm?.

Auf den Handflachen bzw. Kettenhandschuhen wurden 2,6 - 2,8 log Entero-
bacteriaceae/ml nachgewiesen bei einer prozentualen Belastung von 30,3 - 47,6%.
Salmonella konnte von verschiedenen Probenqualitdten nachgewiesen werden:

An der Position der Eviszeration der Tierkdrper wurden Salmonellen isoliert von den
Messern vor Gebrauch, den Handflachen und den Bauchlappen. Bei der Spaltung
der Tierkorper erfolgte kein Nachweis von Salmonellen. Kettenhandschuhe,
Tonsillen, Lymphknoten und Bauchlappen waren bei der Fleischuntersuchung der
Tierkérper Salmonella-positiv. An der Position der Fleischuntersuchung der Organe
waren die Messer vor Gebrauch, die Kettenhandschuhe und das Herz (Anschnitt und
Aulden) mit Salmonellen belastet. Die durchschnittliche Salmonellen-Belastung der
Proben lag bei 1,46% und im Einzelnen wie folgt:

Tonsillen: 5,1%; Handflachen/Kettenhandschuh: 4,0%; Bauchlappen 3,1% ; Herz:
2,6% und Lymphknoten: 1,0%. Lediglich im Wasser der Sterilisationsbecken, auf den
Messern nach Gebrauch, den Beilen und dem Rickenspeck waren keine

Salmonellen nachweisbar.

Bei dem Vergleich der phénotypischen und genotypischen Charakteristika der
erhaltenen Salmonella-lsolate zeigten sich vollstandige und teilweise Uberein-
stimmungen: Isolate aus unterschiedlichen Probenmaterialien eines Probenahme-
tages konnten einem gemeinsamen genetischen Ursprung zugeordnet werden.

Die Zuordnung der Isolate zu den einzelnen Arbeitspositionen und Tierkdrpern im
Schlachtprozess zeigte ein wiederholtes Auftreten von Salmonellen gleichen
genetischen Ursprungs in den Arbeitsabldufen der Fleischgewinnungslinie: Es
konnten Ubertragungen von Tierkérperteilen auf die Produkt beriihrende Oberflachen
dargelegt werden. Ebenfalls belegte der Nachweis solcher identischen Isolate auf
korrespondierenden Oberflachen eine Verteilung von Salmonellen von Tierkérper zu
Tierkérper und Uber die Arbeitsbereiche hinweg (Ausnahme: Spaltung der

Tierkorper) unter Beteiligung der untersuchten Oberflachen.
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6 Summary

The aim of this study was the possible involvement of contact surfaces in the
distribution of Salmonella through a pig processing line.

In total, 1638 samples were taken at 14 sampling days in the course of 12 month
from four working positions (evisceration of the abdominal cavity, splitting the
carcass, meat inspection of the carcass and meat inspection of the organs) and
culturally tested for Salmonella. Samples were taken from contact surfaces prior to
and immediately after the contact (knives prior to and after use, axe prior to and after
use, palms, mesh gloves) as well as contact parts on carcass and organs (skirt
steak, back bacon, tonsils, mandibular lymph node) and water in the sterilisation
units. Additionally all Salmonella isolates were further characterised.

The samples from the contact surfaces were examined culturally for aerobic plate
count and Enterobacteriaceae (EBC). For possible correspondence all Salmonella
isolates were examined by phenotypic methods (serotyping, partly phage typing,
resistence pattern), and genotypically using pulsed-field gel-electrophoresis (PFGE)

(enzymes were Xbl, Binl, Spel).

Hygiene: The ready-to-use knives were not always sterile. The total aerobic plate
count prior to use was 2.7 to 3.2 log apc/cm? resp. ml. The load with EBC was 2.6 to
3.1 log APC/cm? resp. ml with a percentage of 1 to 5.1%. With the use of the knives
the total aerobic plate count increased about 0.5 to 1 logarithm to 3.3 - 3.8 log
APC/cm? resp. ml. Also the Enterobacteriaceae count on the knives increased to 3.0-
3.6 log APC/cm?. The percentage of the Enterobacteriaceae positive samples after
use of the knives was 26.5 to 33.7%.

The total aerobic plate count on the axes prior to and after use was 2.7 log APC/ cm?.
Enterobacteriaceae have not been detected prior to use. After use the
Enterobacteriaceae load was 2%. The according total aerobic plate count was 2.4 log
APC/cm?.

On the palms resp. mesh gloves a number of 2.6 - 2.8 log EBC/cm? was detected
with a percentage of 30.3 - 47.6% of samples.

Salmonella were detected from different sample qualities:

At the working position evisceration Salmonella were isolated from the knives prior to

use from the palms and the skirt steak. No Salmonellae were detected at the splitting
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position. Mesh gloves, tonsils, lymph nodes and skirt steak were Salmonella positive
at the position meat inspection of the carcass. At the position meat inspection of the
organs, Salmonellae were isolated from knives prior to use, mesh gloves and heart
(cut and surface).

The percentage of the Salmonella load: tonsils was: 5.1%, palms/mesh gloves: 4.0%,
skirt steak 3.1%, heart: 2.6%, and lymph nodes: 1.0%. Only from the water of the

sterilisation units and from the back bacon Salmonella were not isolated.

Comparing the phenotypic and genotypic characteristics of the isolates, both
complete and partial accordance have been found: isolates from different samples of
one sampling day could be assigned to a common genetic origin.

The assignment of the isolates to single working positions and carcasses showed a
repeated occurrence of Salmonella of a common genetic origin in the working flow of
the processing line: transmission from parts of the carcass to the contact surfaces
could be demonstrated. Such identical isolates on corresponding surfaces
demonstrate the transfer of Salmonella from carcass to carcass and throughout
working areas and positions (except for splitting) with involvement of the examined

surfaces.
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7 ANHANG
71 Vorversuche / Qualitatssicherung
711 MaRBnahmen zur Qualititssicherung

Die interne qualitative und quantitative Kontrolle der Salmonella-ldentifizierung wurde
im Vorfeld von allen an den Hauptversuchen beteiligten Personen durchgefihrt.

Die Durchfihrung der einzelnen Arbeitsschritte des Vorversuches glich der
Vorgehensweise in den Hauptversuchen und ist dort beschrieben. Eine kurze
graphische Darstellung der Untersuchungsgange sowie das Formblatt zur

Dokumentation der Ergebnisse sind den Kapiteln 7.2 und 7.4 zu entnehmen.

71.2 Vorversuch: Tupfer

Die Vorversuche zur Gestaltung der Probenahmetechnik dienten der Ermittlung einer
sachgerechten Befeuchtungsmethode fir die verwendeten Baumwolltiicher, die
nachfolgend sowie im Text der Arbeit als Tupfer bezeichnet werden. Aul3erdem sollte
sicher gestellt werden, dass bei der gewahlten Probenahmetechnik eine Isolierung
der von den Tupfern aufgenommenen Keime mdglich war. Hierzu wurde eine
bekannte Menge von Mikroorganismen auf die Tupfer aufgebracht. Mit der im
Hauptversuch verwendeten Vorgehensweise gelang die Riuckgewinnung dieser

Keimmenge aus den experimentell kontaminierten Tupfern.

7.1.21 Ermittlung einer sachgerechten Befeuchtungsmethode der Tupfer

Um eine zweckmalliige Methode zur Befeuchtung der eingesetzten Tupfer zu

erlangen, die auch eine praktikable Anwendung vor Ort gewéahrleistete, wurden im

Vorfeld der Hauptversuche mehrere Befeuchtungs-Varianten miteinander verglichen.

Die Versuchsvariationen sind in Tabelle 7.1 aufgefihrt.
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Alle Tupfer wurden nach der Befeuchtung einzeln in die Aluminiumfolie verpackt, auf
der sie lagen. Die Beobachtungen bei der Durchfiihrung des Vorversuches sowie die

Beurteilung der Tupfer nach dem Autoklavieren sind der Tabelle 7.2 zu entnehmen.

Tabelle 7.1: Versuchsvarianten zur Tupferbefeuchtung

e Eintauchen der Tupfer in NaCl-Pepton, Auswringen mit sterilen Handschuhen
bis die Tupfer noch feucht sind (jedoch nicht tropfen), Ausbreiten der Tupfer
auf Aluminiumfolie;

e Eintauchen der Tupfer in NaCl-Pepton, Abtropfen der Tupfer in einem Trichter,
Ausbreiten der Tupfer auf Aluminiumfolie;

e Ausbreiten der Tupfer auf Aluminiumfolie, Benetzen der Tupfer mit NaCl-
Pepton durch dreimaliges Spriihen aus einer Sprihflasche;

e Ausbreiten der Tupfer auf Aluminiumfolie, Benetzen der Tupfermitte mit 5 m/
NaCl-Pepton aus einer sterilen Glaspipette;

e Ausbreiten der Tupfer auf Aluminiumfolie, Benetzen der Tupfermitte mit 8 m/

NaCl-Pepton aus einer sterilen Glaspipette.

Tabelle 7.2: Beobachtungen beim Tupfervorversuch

Variante Ar(\jzea:hl Beobachtungen bei Beobachtungen nach dem
Tupfer der Befeuchtung Autoklavieren

_ gute Feuchte zur Probenahme,
Auswringen 10 | schnell und einfach gleichmalige Verteilung des
NaCl-Peptons, kein Tropfen

zeitaufwandig, Tupfer
Abtropfen 10 |schon beim Einpacken
in Folie sehr feucht

sehr nass, Tropfen nach dem
Auspacken

ungleichmafige Verteilung des

Sprithen 10 | Spritzwasserverluste NaCl-Peptons

_ Konzentration @ des  NaCl-
Pipette 5 ml 8 | arbeitsaufwandig Peptons auf die Mitte, gute
Feuchte, kein Tropfen

_ ungleichmaRige Verteilung des
Pipette 8 ml 8 | arbeitsaufwandig NaCl-Peptons, Tropfen des
Tupfers
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Den Beobachtungen entsprechend wurden die in den Hauptversuchen benétigten
Tupfer nach der als "Variante Auswringen” beschriecbenen Vorgehensweise
behandelt.

Eine einheitliche Vorgehensweise wurde abschlieRend dadurch gewahrleistet, dass
im gesamten Versuchszeitraum die Tupfer immer von derselben Person vorbereitet
wurden.

Die einzelnen Tupferpakete wurden entsprechend der bendétigten Anzahl pro
Probenahmedurchgang in einem Kunststoffbeutel zusammengefasst und auto-
klaviert. Die Verpackung der einzelnen Tupfer erfolgte so, dass die die Probe
nehmende Person die autoklavierten Tupfer bei der Probenahme nicht berlihren
musste. Ebenso konnte die Abgabe des Tupfers in den Stomacherbeutel

bertuhrungsfrei erfolgen.

7.1.2.2 Isolierung von Keimen aus experimentell kontaminierten Tupfern

Im Rahmen dieses Vorversuches sollte gezeigt werden, dass Keime, die sich auf den
(nach Kap. 7.1.2.1. vorbereiteten) Tupfern befanden, durch die in den Haupt-
versuchen angewandte Art der Probenaufbereitung wieder isoliert werden konnten.
Hierzu wurde zunachst eine Verdinnungsreihe aus einer mit Escherichia coli (E. coli)
(Stammsammlung Bonn) beimpften Bouillon (24 h, 37°C) bis zu einer Verdinnungs-
stufe von 10° angelegt und die Keimzahl der einzelnen Verdunnungsstufen der
Grundsuspension im Plattengussverfahren bestimmt. Das Vorgehen entsprach dabei
dem der Hauptversuche.

Aus den Verdunnungsstufen 10 bis 10”° wurde je ein Milliliter Flussigkeit auf einen
der zu untersuchenden Tupfer verbracht. Jeder der so beimpften Tupfer wurde
danach in einen sterilen Stomacherbeutel gegeben, welcher mit einer definierten
Menge NaCl-Pepton aufgefiillt wurde. Es erfolgte eine griindliche Durchmischung im
Masticator (Nr.400/480) bzw. im MIX 1 ® HOMOGENISATOR. AnschlieBend wurde
aus diesen Grundsuspensionen jeweils eine Verdunnungsreihe bis zu einer
Verdunnung von 10° angelegt. Die Keimgehalte der einzelnen Verdunnungsstufen
wurden im Plattengussverfahren ermittelt. Auch hier entsprach das Vorgehen dem

der Hauptversuche und wird dort naher beschrieben.
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Der Ermittlung der Keimzahlen aus der Grundsuspension und aus den
Verdinnungsstufen der beimpften Tupfer ergab folgende Werte:

Grundsuspension (E.coli-Bouillon): 3,1 x 10* KbE/ml

Beimpfte Tupfer: 3,3 x 10* KbE/ml

In Tabelle 7.3 sind die Einzelergebnisse zusammengefasst.

Tabelle 7.3: E. coli-Gehalt der im Vorversuch angelegten Verdiinnungsstufen

E.coli-Bouillon beimpfter Tupfer
Verdiinnungsstufe Ergebnisse des ausgewertete
Doppelansatzes Verdinnungs- Ergebnisse
(Platte A + Platte B) stufen
-5 - -1/-2 31+39/6+4
-6 - -1 6+3
-7 311 + 309 -1 1+0
-8 31+ 31
-9 4+ 2
Keimzahl 3,1x10* 3,3 x10*

Die experimentell auf die verwendeten Tupfer aufgebrachten Keime konnten
demnach mit den im Hauptversuch verwendeten mikrobiologischen Nachweis-

methoden von den Tupfern isoliert werden.

713 Interne Qualitatssicherung (qualitativ und quantitativ)

Die Fahigkeit der Teilnehmer, sowohl die quantitativen als auch die Salmonella-
Untersuchungen im Sinne der angewendeten Methodik korrekt durchzufiihren, wurde
in sieben Versuchsgangen (I-VIl) in Vorfeld sichergestellt. Alle Teilnehmer waren in

der Lage, die Untersuchungen korrekt durchzuftihren.

In den Versuchsgéngen I-lll war aus dem Lyophilisat einer bekannten Salmonella-
Reinkultur (S. Enteritidis) eine dezimale Verdinnungsreihe anzulegen. Aus jeder
Verdinnungsstufe wurde eine quantitative Untersuchung durchgefiihrt. AuRerdem
wurde aus jeder Verdinnungsstufe eine Untersuchung auf Salmonella vor-
genommen, um festzustellen, bis zu welcher Verdinnung die teilnehmenden
Personen in der Lage waren, einen Salmonella-Nachweis zu filhren. In Versuchs-

gang | und Il wurde die Gesamtkeimzahl mit Hilfe des Plattengussverfahrens erfasst,
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in Versuchsgang lll wurde die Gesamtkeimzahl mit dem Oberflachenspatelverfahren

ermittelt.

In Versuchsgang IV wurden aus dem Lyophilisat von S. Enteritidis zwei dezimale
Verdinnungsreihen und aus dem Lyophilisat von Staphylokokkus aureus eine
dezimale Verdunnungsreihe angelegt. Bei einer der Verdinnungsreihen von S.
Enteritidis wurde jeder Verdinnungsstufe 1 ml der Ausgangsbouillon von
Staphylokokkus aureus (ca. 10® KbE/ml) zugefugt. Aus den dezimalen Verdiinnungs-
reihen der Reinkulturen war jeweils die Keimzahl der Ausgangsbouillon zu

bestimmen. Aus der Mischkultur wurde ein qualitativer Salmonella-Nachweis gefuhrt.

Bei Versuchsgang V wurde in gleicher Weise vorgegangen wie in Versuchsgang 1V,

als zusatzlicher Keim fur die Mischkultur diente E. coli.

In Versuchsgang VI wurde zunachst ebenso verfahren wie in Versuchsgang V.
Zudem wurden jeweils 2,5 ml der hergestellten Mischkultur (S. Enteritidis und
Escherichia coli) in eine Hackfleischprobe (25 g) gegeben. Ein Salmonella-Nachweis
aus dem Hackfleisch wurde direkt und in gleicher Weise nach 24stiindiger

Kuhllagerung des kontaminierten Hackfleisches durchgeftuhrt.

In Versuchsgang VII haben die teilnehmenden Personen jeweils zwei
Hackfleischproben auf Anwesenheit von Salmonella untersucht, ohne zu wissen, ob
die Proben mit Salmonella kontaminiert waren. Ein Teil der Proben (jeweils 25 g) war
versetzt mit 2,5 ml einer Mischung aus E. coli-Bouillon (10°) und S. Enteritidis-
Bouillon (10%) im Verhaltnis 1 zu 9 (Probenart A). Einem weiteren Teil der
Hackfleischproben waren 2,5 ml sterile physiologische Kochsalzlésung beigemengt

worden (,Leerproben®).

Die Zuordnung der Probenart zu den einzelnen Teilnehmern und die Uberpriifung
der Ergebnisse wurden hier von einer aul3enstehenden (nicht am Projekt beteiligten)
Person vorgenommen, damit die Teilnehmer in ihrer Ergebnisfindung nicht

beeinflusst werden konnten.
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7.2 Ablaufiibersichten/Protokolle

7.21 Untersuchungsgang Salmonella
Verhaltnis
109 1:10 90 ml

I 3 |
Gesamtprobe

Peptonwasser (steril)
(homogenisiert) @

Voranreicherung

homogehisieren

| Inkubation: 16-20h/37°C |

0,1 ml 10 ml
Rappaport- [ | | Tetrathionat
Vassiliadis Medium Medium (T)
(RV)
10 m I: :I 100 ml
1. Hauptanreicherung Voranreicherung 2, Hauptanreicherung
(nach Inkubation)

Inkubation: Inkubation:
24h/42°C 24h/37°C

Osenausstrich Osenausstrich

éll Ll

SN =S &=

RV BPLS MLCB." BPLS MLCB.

24h/37°C | T
Inkubation: ) Inkubation:
weitere 24h/42°C Auswertung weitere 24h/37°C
Gesamtinkubation: Gesamtinkubation:
48h 48h
Osenausstrich Osenausstrich

e oo

Ry  BPLS MLCB., . BPLS MLCB T

i

Auswertung
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7.2.2

Durchfiihrung einer Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)

Nachfolgend wiedergegeben wird das Ablaufprotokoll fur die PFGE des Instituts fur

Fleischhygiene und -technologie, Berlin.

Die hier verwendeteten verkiirzten Bezeichungen fiir L6sungen erkléren sich aus
dem Text der Kapitels 3.2.5.4 und sind in Tabelle 3.9 erlautert.

1. Tag:

Zellysis

1- 1,5 ml von 5 ml Ubernachtkultur in einem Eppendorf-Tube 5 min bei
10.000 U zentrifugieren
Sediment aufnehmen in 1 ml eiskalter PIV-Lésung zentrifugieren (5 min bei
10.000 U) und in 0.5-1 ml -2 x Lysis-Lésung aufnehmen (Das Volumen ist
abhangig von der Zelldichte)
135 pl dieser Suspension + 135 ul 1,2% LMP-Agarose (Low Melting Point,
gekocht in PIV-Lésung und auf 50°C abgekihlt) im Eppendorf-Tube mischen
und sofort in Giel3block (10er-Block, 20 x 10 x 1.5 mm) einpipettieren
Giel3block kihlen: a) genau 5 min bei -20°C

b) mindestens 20 min bei 4°C
Agarosebléckchen aus dem GielBblock entnehmen, oberen und unteren Rand
beschneiden und die Bléckchen in ein Eppendorf-Tube geben
Zugabe von 1 ml 1 x Lysislésung
Inkubation Uber Nacht (37°C) unter leichtem Schitteln im Thermomixer
(Schittelinkubator, Fa. Eppendorf)

2. Tag:

Deproteinisierung
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Lysislésung entfernen [Uber mit Alkohol gereinigter Petrischale mit Hilfe eines
"Glasschiebers" (Eigenbau) vorsichtig abgief3en]

3 x mit je 1 ml ES-Puffer (fur jeden Ansatz frisch ansetzen) waschen, jeweils
fur mind. 20 min

1 ml frisch angesetzte ESP-Lésung zufugen und bei 50°C fur mind. 17 h im

Thermomixer inkubieren
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3. Tag:

Waschen der Blockchen

ESP-Lésung entfernen (Uber sauberer Petrischale mit Hilfe des Glasschiebers
abgiellen)

Bléckchen in ein 50 ml-Zentrifugenglas tGberfiihren

3 x mit je 14 ml TE-Puffer unter gelegentlichem, vorsichtigen Aufwirbeln des
Bléckchens waschen (je 60 min bei Zimmertemperatur);

alternativ: Zentrifugenglaser auf dem Horizontalschuttler bei 70 rpm schutteln,
der Waschschritt kann dann auf 45 min verkirzt werden (Abgiel3en des TE-
Puffers durch ein in 96% Ethanol p. A. gereinigtes Kunststoff-Teesieb:
langsam abgieRen - mit Glasschieber davor, auf Proben-Bléckchen achten,
ggaf. vorsichtig mit dem Glasschieber ins Zentrifugenglas zurtickschieben)
Teilen des Agarose-Blocks in "ProbengréfRe" (ca. 4-5 x 10 mm)

probengrofRe Bléckchen je in ein neues Eppendorf-Gefald geben und

— fiir Restriktionsenzym-Zugabe bereitstellen oder

— Zugabe von TE pH 7.5 (s.0.) und Aufbewahrung im Kihlschrank (die

Bléckchen sind so mind. 6 Monate verwendbar)

Restriktase-Spaltung:

Bldckchen mit 1 ml Aquilibrierpuffer-Puffer (nach Angabe des Herstellers)
versetzen und 30 min aquilibrieren

Aquilibrierpuffer-Puffer entfernen (vorsichtig abgieBen, Rest mit einer Pipette
abnehmen) und

50 pl frischen 1 x Enzym-Puffer (vom Hersteller i.d.R. in 10-facher
Konzentration mitgeliefert) auf die Bléckchen im Eppendorf-Tube geben
anschlieBend 20 pl Restriktionsendnuklease-Lésung dazugeben (30 - 80 Units
Enzym in entsprechender Verdiinnung in Enzym-Puffer)

Inkubation bei optimaler Reaktionstemperatur (Herstellerangabe) tber Nacht

im Thermomixer

Gelherstellung:

1,2% LMP- Agarose in 1 x TBE-Puffer kochen (3,6 g Agarose/300 ml TBE-
Puffer) und auf ca. 50°C im Wasserbad abkiihlen

Die vom Hersteller mitgelieferte Giefl3form und den Kamm gut reinigen (mit
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96%igem Ethanol) und auf einem waagerecht ausgerichteten Nivelliertisch
aufstellen

Der Geltrager wird ebenso gereinigt und an der Unterseite mit einem Streifen
Kunststoff-Klebeband derart beklebt, dass noch ca. 10 cm Uberstehen, die zu
einer Lasche zusammengeklebt werden. Der Geltrdger wird so in die
Giel3form eingelegt, dass die drei Fixierpunkte an der Unterseite des
Geltragers in die drei Vertiefungen der Giel3form eingedrickt sind. Die
Klebeband-Lasche steht Gber und dient spater zum Herausnehmen des Gels.
Einsetzen des Kamms in die entsprechende Halterung an der GielRform:
Abstand zwischen Unterkante des Kamms und der Oberflaiche des
Geltragers: ca. 1 mm

Die Agarose wird blasenfrei in die vorbereitete Form gegossen, wobei ein Rest
Agarose (ca. 5 ml) zurtickbehalten und bis zur weiteren Verwendung bei 50°C
im Wasserbad aufbewahrt wird.

Erstarren lassen des Gels: da i.d.R. fur die PFGE Low-melting-Agarose
verwendet wird (erstarrt langsam bei 28-30°C), ist es ratsam, das Gel am

Vortag herzustellen und Giber Nacht bei 4°C aufzubewahren.

4. Tag:

Laden des Gels und Elektrophorese starten:
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PFGE-Gerat vorbereiten: Kiihlung anstellen, PFGE-Gerat einschalten und ca.
1.5 | TBE-Puffer in die Gelkammer geben (Darauf achten, dass der
Ablaufschlauch fur den Puffer abgezogen ist!), Anschalten der Umwalzpumpe
und Puffer vorkihlen lassen

Kamm aus Gel entfernen (durch vorsichtiges, gleichmaRiges Ziehen nach
oben)

Abstoppen der Restriktase-Reaktion im Eppendorf-Tube durch Zugabe von

25 ul ES-Puffer (frisch angesetzt) und 50 pl Bromphenolblau-Ladepuffer (frisch
angesetzt), durch vorsichtiges Klopfen mischen

Bléckchen mittels Glasschieber auf ein sauberes Deckglaschen bringen (in
sauberer Petrischale) und von dort in die Slots tiberfiihren
DNA-Langen-Standards einfullen

alle Slots mit LMP-Agarose verschlieBen (1,2%ig, Rest aus der

Gelherstellung)
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das Gel in die Gelkammer setzen und mit TBE-Puffer bedecken (die
Elektroden miissen mit Laufpuffer bedeckt sein)

PFGE starten: ein gespeichertes Programm laden und die Elektrophorese
starten (Im MAIN MENUE wird der Punkt FILER MENUE angewéhlt und mit
Enter bestatigt, im FILER MENUE wird LOAD ausgewahlt: es erscheint die
Liste der gespeicherten Programme.)

Mit der TAB-Taste wird das Laufprogramm angewahlt und mit Enter
geladen.

Uber EXIT verlaBt man das FILER MENUE und startet den PFGE-Lauf vom
MAIN MENUE (Mentpunkt START RUN) aus durch Driicken der Enter-Taste.

5. Tag:

Auswertung

nach Beendigung des Laufs das Gel aus dem Gerat nehmen

Gel 15 min anfarben in Ethidiumbromid-Lésung (0.5 pug/ml), anschlief3end 20
min wassern

Dokumentation: mit der INTAS-Digitalkamera fotografieren und die Bilddatei

speichern
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7.3 Rezepturen von Medien, Chemikalien und Reagenzien
7.31 Rezepturen der Medien aus Tabelle 3.1
Asculin-Bouillon

zum Nachweis des Abbaus von Asculin

Zusammensetzung: (Laborbuch Bonn)

Pepton aus Fleisch 10,0 ¢
Natriumchlorid 50 ¢
Aesculin 1,0 ¢
Aqua dest. ad 1000,0 ml
pH 7,5
Arginin-Bouillon nach SCHUBERT
zum Nachweis des Argininabbaus
Fertigmedium, Merck Art.Nr. 1.13892.0500
Zusammensetzung:
Pepton aus Casein 17,0 g
Pepton aus Soyamehl 3,0 g
D(+)Glucose 0,5 g
Natriumchlorid 5,0 g
L-Argininmonohydrochlorid 10,0 g
Bromthymolblau 0,0075 g
Kresolrot 0,010 g
Brilliantgrin 0,00038 g
Aqua dest. ad 1000,0 ml

pH 7,0 (+/- 0,2) bei 25°C, autoklavieren bei 121°C, 15 Min

BPLS- (Brilliantgriin-Phenolrot-Lactose-Saccharose) Agar
als festes Selektivmedium fir den Salmonella-Nachweis
Fertigmedium, Merck Art.Nr. 1.07237.0500

Zusammensetzung:
Pepton aus Fleisch 5,0 g
Pepton aus Casein 50 g
Fleischextrakt 5,0 g
Natriumchlorid 3,0 g
di-Natriumhydrogenphosphat 2,0 g
Lactose 10,0 g
Saccharose 10,0 g
Phenolrot 008 g
Brilliantgrin 0,0125 ¢
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Agar-Agar 12,0 g
Aqua dest ad 1000, 0 mil

pH 6,9 (+/- 0,2) bei 25°C, autoklavieren bei 121°C, 15 Min

Caseinpepton-Glucose-Hefeextrakt-Agar (Plate-Count-Agar)
zur Gesamtkeimzahlbestimmung mit dem Plattengussverfahren
Fertigmedium, Merck Art.Nr. 1.05463.0500/5000

Zusammensetzung:
Pepton aus Casein 5049
Hefeextrakt 25 ¢
D(+)Glucose 1,0 g
Agar-Agar 14,0 ¢
Aqua dest. ad 1000,0 mi

pH 7,0 (+/- 0,2) bei 25°C, autoklavieren bei 121°C, 15 Min

Diasalm nach VAN NETTEN und VAN DER ZEE
als halbfestes Selektivmedium fiir den Salmonella-Nachweis
Fertigmedium, Merck Art.Nr. 1.09803.0500

Zusammensetzung:
Pepton aus Casein 135 ¢
Pepton aus Fleisch 13,5 ¢
Saccharose 75 ¢
Lactose 0,5 g
Ammoniumeisen(ll)sulfat 02 g
Natriumthiosulfat 08 g
Kaliumdihydrogenphosphat 1,47 g
Magnesiumchlorid 6H,O 23,3 ¢
Malachitgriin 0,037 ¢
Bromkresolpurpur 0,08 ¢
Agar-Agar 27 g
Aqua dest. ad 1000,0 ml

pH 5,5 (+/- 0,2) bei 25°C, auflésen in stromendem Dampf, nicht autoklavieren
MRSV-Selektiv-Supplement (10 mg Novobiocin), Merck Art.Nr.1.09874.0001

in 1ml sterilem destillierten Wasser |6sen, Zugabe zum abgekihlten
Medium (45-47°C)
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Harnstoff-Bouillon
zum Nachweis der Harnstoffverwertung
Fertigmedium, Merck Art.Nr. 1.08483.0500

Zusammensetzung:
Hefeextrakt 01 g
Kaliumdihydrogenphosphat 91 ¢
di-Natriumhydrogenphosphat 95 ¢
Harnstoff 20,0 ¢
Phenolrot 0,019
Aqua dest. ad 1000,0 mi

pH 6,8 (+/- 0,2) bei 25°C, unter Erwarmung I6sen, sterilfiltrieren oder im

strémenden Dampf 5 Min schonend sterilisieren

Low-Melting-Point-Agarose
1,2% Agarose (Agarose Il, 0815, Amresco, Sofon, Ohio)

in TBE-L6sung

Lysin-Eisen-Agar
zum gleichzeitigen Nachweis von Lysindecarboxylase und der Bildung
von Schwefelwasserstoff

Fertigmedium, Merck Art.Nr. 1.1640.0500

Zusammensetzung:
Pepton aus Fleisch 50 ¢
Hefeextrakt 30 g
D(+)Glucose 1,0 ¢
L-Lysinmonohydrochlorid 10,0 g
Natriumthiosulfat 0,04 g
Ammoniumeisen(lll)-citrat 05 ¢
Bromkresolpurpur 0,02 ¢
Agar-Agar 12,5 ¢
Aqua dest. ad 1000,0 ml

pH 6,7(+/- 0,2) bei 25°C, autoklavieren bei 121°C, 15 Min

Malonat-Phenylalanin-Bouillon nach SHAW unD CLARK
zum Nachweis der Malonatverwertung und Phenylalanindesaminierung
Fertigmedium, Merck Art.Nr. 1.05419.0100

Zusammensetzung:
Hefeextrakt 1,0 ¢
Ammoniumsulfat 20 g
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di-Kaliumhydrogenphosphat 06 g
Kaliumdihydrogenphosphat 04 g
Natriumchlorid 20 g
Natriummalonat 30 g
L-Phenylalanin 10 g
Bromthymolblau 0,025 ¢
Aqua dest. ad 1000,0 ml

pH 6,6 (+/- 0,2) bei 25°C, autoklavieren bei 115°C, 10 Min

MLCB- (Mannit-Lysin-Kristallviolett-Brilliantgriin) Agar
als festes Selektivmedium flir den Salmonella-Nachweis
Fertigmedium, OXOID Art.-Nr. CM 783

Zusammensetzung:
Hefeextrakt 5,0 g
Pepton 10,0 g
Fleischextrakt ‘Lab-Lemco’ 2,0 g
Natriumchlorid 4,0 g
Mannit 3,0 g
L-Lysin 5,0 g
Natriumthiosulfat 4.0 g
Eisen(lll)ammoniumcitrat 1,0 g
Brilliantgrin 0,0125¢g
Kristallviolett 0,01 g
Agar 15,0 g
Aqua dest. ad 1000,0 ml

pH 6,8 (+/- 0,1), unter Erwdrmung I6sen, nicht autoklavieren

MR-VP- (Methylrot-VOGES-PROSKAUER) Bouillon
zur Durchfiihrung der Methylrotprobe und des VOGES-PROSKAUER Tests
Fertigmedium, Merck Art.Nr. 1.05712.0500

Zusammensetzung:
Pepton aus Fleisch 70 ¢
D(+)Glucose 50 ¢
Phosphatpuffer 50 ¢
Aqua dest. ad 1000,0 ml

pH 6,9 (+/- 0,2) bei 25°C, autoklavieren bei 121°C, 15 Min

NaCl-Pepton
Pepton (Casein, tryptisch verdaut) 1,09
Natriumchlorid 8,59
Aqua dest. ad. 1000,0 ml

pH 7,0 +/-0,1 bei 25 °C, autoklavieren bei 121°C, 15 Min
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Nitrat-Bouillon
zum Nachweis von Nitratreduktion und Indolbildung
Fertigmedium, Merck Art.Nr. 1.10204.0500

Zusammensetzung:
Pepton aus Fleisch 86 g
Natriumchlorid 6,4 ¢
Kaliumnitrat 1,5 ¢

pH 7,2 (+/- 0,2) bei 25°C, autoklavieren bei 121°C, 15 Min

OF-(Oxidation-Fermentation) Testndhrboden nach HUGH und LEIFFSON
zur Erkennung des oxidativen und fermentativen Abbaus von Kohlen-
hydraten (hier: Glucose)

Fertigmedium, Merck Art.Nr.1.10282.0500

Zusammensetzung:
Pepton aus Casein 20 ¢
Hefeextrakt 1,0 ¢
Natriumchlorid 50 ¢
di-Kaliumhydrogenphosphat 0,2 g
Bromthymolblau 0,08 g
Agar-Agar 25 ¢
Aqua dest. ad 1000,0 ml

pH 7,1 (+/-0,2) bei 25 °C, autoklavieren bei 121°C, 15 Min

Zugabe zum abgekuhlten Medium: 100 ml pro Liter einer 10%igen
sterilfiltrierten Lésung von D(+)Glucose; zur Testung des fermentativen

Abbaus die R6hrchen mit Paraffindl tiberschichten

OF-(Oxidation-Fermentation) Testnahrboden nach HUGH und LEIFFSON mit
Ornithin
zum Nachweis der Ornithindecarboxylase
Fertigmedium, Merck Art.Nr.1.10282.0500, als Basis
zusatzliche Inhaltsstoffe:
D(+)Glucose 1,0 g
L-Ornithinmonohydrochlorid 50 ¢

Die Zubereitung erfolgt entsprechend der Anleitung fiir den Basisnahrboden.
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Phenolrot- Bouillon (Basis) mit Zusatz verschiedener Zucker

zum Nachweis des Abbaus von Kohlenhydraten

Zusammensetzung:
Pepton aus Casein 50 g
Pepton aus Fleisch 50 g
Natriumchlorid 50 g
Phenolrot 0,018 g
Aqua dest. ad 1000,0 ml

autoklavieren bei 121°C, 15 min

Zugabe zum abgekihlten Medium: sterilfiltrierte Lésung der ver-

schiedenen Kohlenhydrate bis zu einer Endkonzentration von 5,0 bis

10,0 g/L
pH 7.4 (+/- 0,2) bei 25°C

Folgende Kohlenhydrate wurden im Einzelnachweis verwendet:

Adonit

L(+)Arabinose

Dulcit

myo-Inosit

D(-)Mannit
Raffinose-Pentahydrat
L(+)Rhamnose-Monohydrat
Salicin

D(-)Sorbit

(Merck Art.Nr
(Merck Art.Nr
(Merck Art.Nr
(Merck Art.Nr
(Merck Art.Nr
(Merck Art.Nr
(Merck Art.Nr
(Merck Art.Nr
(Merck Art.Nr

Physiologische Kochsalzlésung (0,85 %)

. 1.00846)
. 1.10987)
. 1.05990)
. 1.04728)
. 1.05982)
. 1.07549)
. 1.04736)
. 1.07665)
. 1.07758)

Anhang

zur Erstellung der Verdinnungsreihen und zur Voranreicherung von

Salmonella
Fertigmedium, OXOID Art.-Nr. BR 53
Zusammensetzung:

Natriumchlorid

Aqua dest.

pH 7,0 (+/- 0,1), autoklavieren

8,5
ad 1000,0

g
ml
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Salmonella-Anreicherungsbouillon nach RAPPAPORT
zur selektiven Anreicherung von Salmonella
Fertigmedium, Merck Art.Nr. 1.10236.0500

Zusammensetzung:
Pepton aus Casein 50 g
Natriumchlorid 80 ¢
di-Kaliumhydrogenphosphat 08 g
Magnesiumchlorid-Hexahydrat 40,0 g
Malachitgriin 012 g
Aqua dest. ad 1000,0 ml

pH 6,0 (+/- 0,2) bei 25°C, autoklavieren bei 121°C, 20 Min

Simmons-Citrat-Agar
zum Nachweis der Verwertung von Citrat als einziger Kohlenstoffquelle
Fertigmedium, Merck Art.Nr. 1.02501.0500

Zusammensetzung:
Ammoniumdihydrogenphosphat 1,0 g
di-Kaliumhydrogenphosphat 1,0 ¢
Natriumhydrochlorid 50 ¢
Natriumcitrat 20 ¢
Magnesiumsulfat 02 g
Bromthymolblau 0,08 g
Agar-Agar 13,0 ¢
Aqua dest. ad 1000,0 ml

pH 6,6 (+/- 0,2) bei 25°C, autoklavieren bei 121°C, 15 Min

SIM-Nahrboden
zur Prifung auf Sulfidbildung, Indolbildung und Beweglichkeit (motility)
Fertigmedium, Merck Art.Nr. 1.5470.0500

Zusammensetzung:
Pepton aus Casein 20,0 ¢
Pepton aus Fleisch 6,6 g
Ammoniumeisen(lll)-citrat 02 g
Natriumthiosulfat 02 g
Agar-Agar 30 ¢
Aqua dest. ad 1000,0 ml

pH 7,3 (+/- 0,2) bei 25°C, autoklavieren bei 121°C, 15 Min
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Standard-I-Nahragar

zur Anzichtung von Reinkulturen zur weiteren biochemischen und sero-

logischen Differenzierung

Fertigmedium, Merck Art.Nr. 1.07881.5000

Zusammensetzung:

Peptone
Hefeextrakt
Natriumchlorid
D(+)Glucose
Agar-Agar
Aqua dest

15,0

3,0
6,0
1,0

12,0
ad 1000,0

BCQCQ(Q(Q(Q

pH 7,5 (+/-0,2) bei 25°C, autoklavieren bei 121°C, 15 Min

TBG- (Tetrathionat-Brilliantgriin-Galle-Anreicherungs-) Bouillon

zur selektiven Anreicherung von Salmonella

Fertigmedium, Merck Art.Nr. 1.05172.0500

Zusammensetzung:

Pepton aus Fleisch
Ochsengalle, getrocknet
Natriumchlorid
Calciumcarbonat
Kaliumtetrathionat
Brilliantgrin

Aqua dest

8,6
8,0
6,4
20,0
20,0
0,07
ad 1000,0

Q Q@@

ml

pH 7,0 (+/- 0,2) bei Raumtemperatur, auflésen bei 90°C, nicht autoklavieren

TSI-Agar (Eisen-Dreizucker-Agar, Triple-Sugar-lron)

zur Testung der Glucosespaltung, Lactosespaltung, Schwefelwasser-

stoffbildung und Gasbildung

Fertigmedium, Merck Art.Nr.1.03915.0500

Zusammensetzung:

Pepton aus Casein
Pepton aus Fleisch
Fleischextrakt
Hefeextrakt
Natriumchlorid

Lactose

Saccharose

D(+)Glucose
Ammoniumeisen(lll)-citrat
Natriumthiosulfat

15,0
5,0
3,0
3,0
5,0

10,0

10,0
1,0
0,5
0,5

[(eN(e (e l(e N (e (o N(oN(oN (o N(o]
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Phenolrot 0,024 g
Agar-Agar 12,0 ¢
Aqua dest. ad 1000,0 ml

pH 7,4 (+/-0,2) bei 25°C, autoklavieren bei 121°C, 15 Min

VRBD (Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Glucose)-Agar nach MOSSEL

zur Bestimmung der Enterobacteriaceae im Spatelverfahren

Fertigmedium, Merck Art. Nr. 1.10275.0500

Zusammensetzung:
Pepton aus Fleisch 70 g
Hefeextrakt 30 g
Natriumchlorid 50 g
D(+)Glucose 10,0 g
Gallesalzmischung 15 ¢
Neutralrot 0,03 ¢
Kristallviolett 0,002 ¢
Agar-Agar 13,0 g
Aqua dest. ad 1000,0 ml

7.3.2

pH 7,3 (+/- 0,2) bei 25°C, auflésen im strémenden Dampf, nicht autoklavieren

Chemikalien und Reagenzien zur phanotypischen Untersuchung

von Isolaten

Zur Durchfitlhrung der Gramfarbung waren folgende Lésungen erforderlich:
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1) Karbolgentianaviolett:
Karbolgentianaviolett-Stammlésung:

5 g Gentianaviolett
100 ml Ethanol 95%

Karbolgentianaviolett-Gebrauchslésung
10 ml Karbolgentianaviolett-Stammldsung
90 ml einer 1%igen Phenollésung
2) Lugolsche Lésung
Lugol-Stammlésung

5 g Jod
10 g Kaliumjodid
100 ml Aqua dest.



Anhang

3) Entfarbemittel
Ethanol 96%

4) Safranin-Gegenfarbung
Safranin-Lésung (0,25%)

0,25 g Safranin O
10,0 ml Ethanol 95%
90,0 ml Aqua dest.

Zum Nachweis der Cytochromoxidase wurden Bactident®-Oxidase Teststabchen der
Firma Merck (Art. Nr. 1.13300.0001) verwendet.

Der mikrobielle Abbau von Nitrat in einer Nitrat-Bouillon wurde durch GRIESS-
ILOSVAYS Reagenz (Merck Art. Nr. 1.09023.0500) bestatigt, welches sich aus
Sulfanilsdure, 1-Naphtylamin und Essigsdure zusammensetzt. Um eine
falschnegative Reaktion auszuschlieRen, wurde ggf. Zinkstaub zugesetzt (Merck Art.
Nr. 1.08774).

Mit KOVACS-Indolreagenz (Merck Art. Nr. 1.09293) konnte die mikrobielle Bildung
von Indol im SIM-Nahrmedium nachgewiesen werden. Das Reagenz setzt sich
zusammen aus n-Butanol, Salzsaure und 4-Dimethylaminobenzaldehyd.

Der Nachweis der Acetoinbildung aus Glucose erfolgt auf der MRVP-Bouillon mit

Hilfe folgender Reagenzien:

Kreatin-Lésung

Kreatinmonohydrat 05g
Aqua dest. 100,0 ml

1-Naphtol-Reagenz

1-Naphtol 6,0 g

Ethanol 96% 100,0 ml
Kalilauge 40%

Kaliumhydroxid 40,0 g

Aqua dest. 100,0 ml
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Die Methylrot-Probe wurde auf der MRVP-Bouillon mit Methyrot-/ndikatorlésung
durchgefihrt.
Methylrot-Indikatorlésung:

0,04 g Methylrot (Merck Art. Nr. 1.06076)
60 ml Ethanol Absolut
pH 5,0

Die Phenylalanindesaminierung wurde auf der Malonat-Phenylalanin-Bouillon nach
SHARK und CLARKE nachgewiesen. Dazu wurde das Nahrmedium mit 0,1 N
Salzsaure angesaduert und anschlieBend mit 10%iger wassriger Ldsung von
Eisen(lll)chlorid (Eisen(lll)-chlorid-Hexahydrat z.A., Merck Art. Nr. 1.03943) Uber-

schichtet.

Als Asculin-Reagenz zum Nachweis des Asculinabbaus diente 10%ige

Eisen(lll)citrat-Lésung (laborinterne Rezeptur, Laborbuch Bonn).

Der Nachweis der p-Galaktosidase-Aktivitat erfolgte mittels o-Nitrophenyl-p-D-
galaktopyranosid (ONPG-Scheiben) der Firma Oxoid (Art. Nr. DD 13).
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7.3.3 Chemikalien und Reagenzien zur genotypischen Untersuchung

von Isolaten

96% Ethanol p.A.

Aquilibrier-Puffer

Eigenprodukt nach Angabe des Enzymherstellers (pH: enzymoptimiert)

Enzym-Puffer

Vom Hersteller mitgeliefert (pH: enzymoptimiert)

Restriktiosendunuklease-Lésungen
Xbal 60U, BInl 30U, Spel 40U

jeweils mit:

10 mM Tris-HCI, pH 8

100 mM NaCl

7 mM MgCl;

7mM Mercaptoethanol
Bromphenolblau-Ladepuffer
40 mg Na,-EDTA (= Titriplex Ill)
4 g Saccharose,

3 mg Bromphenolblau

in 10 ml A. bidest

Ethidiumbromid-Lésung 0,5 pg/ml

Alle weiteren verwendeten Losungen sind in Kapitel 3.2.5.4 beschrieben.
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Dokumentationsvorlagen

7.4

Vorversuche (interne Qualitatssicherung)
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7.4.2 Gesamtkeimzahl

Vordruck Gesamtkeimzahl (Schweine-Salmonellen-Projekt)

Datum:

Proben-Nr.:
Probentyp:

Verdinnungs-

stufe Platte 1 Platte 2 Ergebnis (Plattengul3)

Proben-Nr.:
Probentyp:

Verdinnungs-

stufe Platte 1 Platte 2 Ergebnis (PlattenguR)

Proben-Nr.:
Probentyp:

Verdinnungs-

stufe Platte 1 Platte 2 Ergebnis (Plattengul)

Proben-Nr.:
Probentyp:

Verdinnungs-

stufe Platte 1 Platte 2 Ergebnis (Plattengul3)

Proben-Nr.:
Probentyp:

Verdinnungs-

stufe Platte 1 Platte 2 Ergebnis (Plattengul3)

Proben-Nr.:
Probentyp:

Verdinnungs-

stufe Platte 1 Platte 2 Ergebnis (Plattengul)
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7.4.3 Enterobacteriaceae (Bestitigung)
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7.4.4 Salmonella (Anwesenheit/Abwesenheit)

Untersuchung auf Salmonellen

Protokollierung aller Ergebnisse, Bewuchs der Selektivplatten

24 Stunden 48 Stunden
Labor-
Nummer Tetrathionat 37°C Rappaport 42°C Tetrathionat 37°C Rappaport 42°C
BPLS RAMBACH BPLS RAMBACH BPLS RAMBACH BPLS RAMBACH
Bei "Bewuchs" einzutragen: k. W.: kein Wachstum auf der Platte
k. V.: Platte bewachsen, aber keine verdachtigen Kolonien
S. v Salmonella-verdachtige Kolonien auf der Platte
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7.4.5 Salmonella (Bestitigung)
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7.4.6 Salmonella (Biochemie)

Anhang

Datum
Durchgang | Nr. | Medium
Glu [Lact | H,S [ Gas | Lysin | Urea | Bew. [H,S [ Indol | VPR | VPR
+ - + + +/+ - + + - 22°C 37°C
|
Omni [NaCl ot NaCl
O-Phase GroRe Biochemie
NaCl Methylrot (+)
Anti Citrat (+)
_ Phenylalanin (-)
L Arginin (d)
. Ornithin (+)
L Malonat (d)
. Mannitol (+)
Dulcitol (d)
H-Phase Salicin (-)
NaCl Adonitol (-)
Anti Inositol (d)
_ Sorbitol (+)
_ Arabinose (+)
. Raffinose (-)
_ Rhamnose (+)
. Aesculin (-)
B-Galaktosidase (d)

Schwarmagar mit Anti __

H-Phase
NaCl
Anti

ERGEBNIS:
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