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Einleitung

1. Einleitung

Der Konsum von Gefligelfleisch ist in den letzten Jahrzehnten stetig angestiegen. Mit
einem Pro-Kopf-Verbrauch von 22,2 kg in 2018 ist Geflugelfleisch nach
Schweinefleisch die derzeit am zweithaufigsten verzehrte Fleischsorte in Deutschland.
Noch vor 20 Jahren war der Pro-Kopf-Verbrauch wesentlich geringer und lag bei 15,2
kg (BMEL 2019). Bedingt durch die Schlachttechnologie ist rohes Geflugelfleisch
jedoch oft mit humanpathogenen Keimen kontaminiert. Vor allem die Belastung mit
Campylobacter spp. stellt dabei ein Problem dar. Im Rahmen des Zoonose-
Monitorings der EU-Mitgliedsstaaten wurden 2017 bei 37,4% der Hahnchenproben
und 31,5% der Putenproben Campylobacter spp. nachgewiesen (EFSA und ECDC
2018). Der Erreger verursacht die humane Campylobacteriose, eine Erkrankung, die
vornehmlich durch die Symptome Diarrhoe, Fieber und krampfartige abdominale
Schmerzen gekennzeichnet ist, die jedoch auch schwerwiegende Komplikationen
nach sich ziehen kann (ALTEKRUSE et al. 1999). Mit 246.158 gemeldeten Fallen im
Jahr 2017 ist die Campylobacteriose die am haufigsten auftretende bakterielle
lebensmittelbedingte Erkrankung in der EU (EFSA 2018). Allein in Deutschland
wurden 2018 knapp 68.000 Falle erfasst (RKI 2019). Seit dem 1. Januar 2018 gilt die
VO (EU) Nr. 2017/1495, eine Verordnung zur Anderung der VO (EG) Nr. 2073/2005
hinsichtlich des Einfligens eines Prozesshygienekriteriums flir Campylobacter spp.
Das Kriterium legt einen Grenzwert fir Campylobacter spp. von 1000 KbE/g auf
Schlachtkérpern von Masthahnchen fest, der bei einem bestimmten Anteil der Proben
eingehalten werden muss. Nach Ansicht der European Food Safety Authority (EFSA)
konnte durch die Einfihrung dieses Kriteriums das Risiko fur Verbraucher, an einer
Campylobacteriose zu erkranken, um bis zu 50% gesenkt werden. Da es bisher nicht
gelungen ist, die Anzahl der jahrlichen Campylobacteriose-Falle zu verringern, werden
zudem auch verschiedene Dekontaminationsverfahren in Erwdgung gezogen. Eine
chemische, biologische oder physikalische Behandlung der Schlachtkorper kdnnte
dazu beitragen, die Keimzahlen auf dem Fleisch zu reduzieren und somit die Anzahl
der durch Campylobacter spp. oder andere mikrobiologische Gefahren bedingten
Erkrankungen zu verringern. Das Ziel der EU, die Verbraucher vor potenziellen

Gesundheitsrisiken durch Lebensmittel zu schitzen, muss durch geeignete
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Maflinahmen, eingeschlossen einer guten Hygienepraxis und Gefahrenkontrolle, auf
jeder Stufe der Lebensmittelkette erreicht werden. Eine Dekontamination der
Schlachtkérper ist dabei als ergdnzende MalRhahme anzusehen. (EFSA 2014). In den
USA ist eine chemische Dekontamination mit Peroxyessigséaure (PES) oder anderen
antimikrobiellen Substanzen wie dem klassischen Chlor und anderen Formulierungen
wie Natriumhypochlorit schon seit mehreren Jahren Ublich (MCKEE 2011). PES ist
dabei als Dekontaminationsmittel sehr gut geeignet, da sie ein breites Wirkspektrum
besitzt, schnell wirkt und auch bei niedrigen Temperaturen zuverlassig antimikrobiell
wirksam ist (MORADI et al. 2009; SELLA et al. 2012). Sie zerfallt rasch in die ungiftigen
Endprodukte Essigsaure und Wasser, wodurch keine toxikologischen Bedenken bei
einem Einsatz bestehen (WALSH et al. 2018). Bisher ist in der Européischen Union
(EU) nur Trinkwasser zur Behandlung von Geflligelfleisch erlaubt, allerdings zieht die
EU-Kommission eine Zulassung von PES fir die Dekontamination von
Geflugelschlachtkorpern in Erwagung (EFSA 2014), ahnlich der Behandlung von
Rinderschlachtkérpern mit Milchsdure gemal der VO (EU) Nr. 101/2013. Einige
Studien zeigen, dass eine Behandlung mit PES humanpathogene Erreger wie
Campylobacter spp. und Salmonella spp. auf Gefligelkarkassen reduzieren kann
(BAUERMEISTER et al. 2008; NAGEL et al. 2013; PURNELL et al. 2013).
Informationen, wie sich eine Spriihbehandlung mit héheren Konzentrationen PES auf
die mikrobiologischen und sensorischen Eigenschaften des Fleisches auswirkt, vor
allem auch wahrend der Lagerung, fehlen jedoch. Das Ziel dieser Studie war es daher,
geeignete Parameter fir eine effektive Sprihbehandlung von Gefliigelschlachtkérpern
mit PES zur Reduktion von Campylobacter spp. zu entwickeln, ohne dabei eine
wesentliche Anderung der Fleischqualitat zu bewirken. Es wurde sich bewusst fiir die
Spruhbehandlung entschieden, da sie sich leicht in die bestehenden
Luftkiihlungssysteme am Schlachthof integrieren lasst und auch von der EFSA als
bevorzugte Methode genannt wird. Zundchst wurden In-vitro-Versuche zur
Bestimmung der Effektivitadt von PES gegen Campylobacter spp. durchgefihrt.
Anschlieend wurden Teile von Hahnchen- und Putenschlachtkérpern einer
Sprihbehandlung mit PES unterzogen und die mikrobiologischen, sensorischen und
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physikochemischen Eigenschaften direkt nach der Behandlung sowie wahrend der

Lagerung unter Schutzgasatmosphére untersucht.
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2. Literaturubersicht

2.1. Campylobacter spp.

2.1.1. Taxonomie und Eigenschaften

Bei der Gattung Campylobacter (C.) handelt es sich um 0,2-0,9 x 0,5-8 um grol3e,
gramnegative, nicht sporenbildende Stabchen, die sich mikroskopisch meist
kommaférmig bis spiralig gewunden darstellen. Sie gehdren zur Familie der
Campylobacteraceae, welche zur Ordnung der Campylobacterales in der Klasse der
Epsilonproteobacteria zahlt. Die uni- oder bipolare, monotriche Begeil3elung
ermoglicht ihre Beweglichkeit, zum Wachstum bendtigen sie eine mikroaerophile
Atmosphare mit 3-15% Oz und 3-5% CO:. Die fiur den Menschen relevantesten Arten
C. jejuni und C. coli sind thermophil und kénnen sich auch noch bei 42 °C gut
vermehren (SELBITZ et al. 2011). Campylobacter spp. sind empfindlich gegeniber
niedrigen pH-Werten (<4,0), Hitze und Trockenheit. Bei niedrigen Temperaturen um
die 4 °C und teilweise auch beim Einfrieren kénnen sie jedoch auf Lebensmitteln wie
Geflugelfleisch Uberleben, sind allerdings wahrenddessen nicht vermehrungsfahig
(ALTER u. SCHERER 2006).

2.1.2. Vorkommen

Campylobacter spp. sind obligat wirtstandig und besiedeln die Schleimhaute von
Mund, Rachen, Darm und Genitaltrakt sowohl von Wild- und Nutz-, als auch von
Heimtieren. Dort leben sie entweder als Kommensalen oder sind Verursacher
verschiedener Krankheitsbilder. Beispielsweise fiuhrt C. fetus bei Rind und Schaf zu
Aborten. (SELBITZ et al. 2011). Ein naturliches Reservoir fir thermophile
Campylobacter spp. stellt der Gastrointestinaltrakt von Wildvégeln und Nutzgefliigel
dar. Die Pravalenz in infizierten Broilerbestdnden kann bis zu 100% betragen, wobei
hauptsachlich C. jejuni und C. coli nachgewiesen werden (SAHIN et al. 2015). Fur das
Geflligel selbst spielt die Besiedelung kaum eine Rolle, sie bleibt meist symptomlos
(SELBITZ et al. 2011).
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2.1.3. Campylobacteriose des Menschen

Beim Menschen verursacht der Zoonoseerreger Campylobacter die nach
Infektionsschutzgesetz 87 Abs. 1 meldepflichtige Erkrankung Campylobacteriose. Seit
2005 ist sie die am haufigsten gemeldete bakterielle Erkrankung in der EU. Im Jahr
2017 wurden 246.158 Falle EU-weit erfasst (EFSA 2018), knapp 68.000 waren es
2018 in Deutschland (RKI 2019). Dabei zeigt sich ein ausgepréagtes saisonales Muster
mit einer Haufung der Erkrankungen in den warmen Sommermonaten (LAKE et al.
2019). Eine Infektion kann durch den Verzehr von kontaminierten Lebensmitteln
erfolgen. Hierbei ist nach Angaben des Bundesinstituts fur Risikobewertung (BfR)
insbesondere unzureichend erhitztes Gefliigelfleisch von Bedeutung, aber auch in
Rohmilch, Eiern und Hackfleisch oder anderen rohen Fleischzubereitungen kann der
Erreger mikrobiologisch nachgewiesen werden. Eine Ansteckung durch die Aufnahme
von belastetem Oberflachenwasser oder durch Kontakt zu Haus- und Nutztieren ist
ebenfalls moglich (BfR 2012). Bereits die Aufnahme von 500 Keimen kann ausreichen,
um eine Erkrankung zu verursachen. Besonders betroffen sind Kinder unter vier
Jahren und junge Erwachsene zwischen 15 und 44 Jahren (ALTER et al. 2011). Nach
einer Inkubationszeit von einem bis sieben Tagen kommt es zu einer Gastroenteritis,
die sich durch wassrigen bis blutigen Durchfall, Fieber, krampfartige abdominelle
Schmerzen, zum Teil auch durch Ubelkeit und Erbrechen &uRert (CHLEBICZ u.
SLIZEWSKA 2018). Diagnostiziert werden kann der Erreger aus Stuhlproben, in den
meisten Fallen handelt es sich um C. jejuni (SELBITZ et al. 2011). Da der Verlauf meist
selbstlimitierend ist und die Symptome innerhalb einer Woche abklingen, ist keine
Therapie mit Antibiotika nétig. MalRnahmen wie Flissigkeits- und Elektrolytsubstitution
stehen an erster Stelle. Bei schweren Verlaufen konnen Erythromycin oder
Fluorchinolone gegeben werden (SELBITZ et al. 2011), zu beachten ist jedoch, dass
einige Isolate resistent gegeniber Erythromycin und Ciprofloxacin sind. Gegenuber
Tetrazyklinen sind sogar tUber 30% der Isolate resistent (ALTER et al. 2011). Ein
Resistenztest sollte daher immer vor der Gabe eines Antibiotikums erfolgen. In
seltenen Fallen kann es nach einer Infektion mit C. jejuni zu Folgeerkrankungen
kommen, am bekanntesten davon ist das Guillain-Barré-Syndrom. Hierbei kommt es

durch eine Erkrankung des Nervensystems zu einer fortschreitenden Schwache der
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Gliedmalfien bis hin zu Lahmungen. Auch der Atmungstrakt kann davon betroffen sein.
Andere Manifestationen sind das Miller-Fisher-Syndrom, eine Variante des Guillain-
Barré-Syndroms, Bakteriamie, Septikdmie, Myokarditis, Meningitis und reaktive
Arthritis (KAAKOUSH et al. 2015).

2.1.4. Campylobacter spp. auf Geflugelfleisch

Geflugel gewinnt zunehmend an Bedeutung in der Fleischproduktion. In der EU
wurden im Jahr 2018 insgesamt 15,2 Millionen Tonnen Gefligelfleisch produziert. Seit
2010 stieg die Produktion von Geflugelfleisch in der EU somit um ca. 25% an
(EUROSTAT 2019). Der Pro-Kopf-Verbrauch lag 2017 bei 24,1 kg (AVEC 2018).
Damit liegt der Verbrauch von Gefligelfleisch nach Schweinefleisch auf dem zweiten
Platz. Den gréf3ten Anteil der Geflugelfleischproduktion macht dabei Hahnchenfleisch
mit 83% aus, gefolgt von Putenfleisch mit 13%. Andere Geflugelarten wie Ente oder
Gans stellen nur einen geringen Anteil an der Gesamtproduktion dar (DG AGRI
DASHBOARD 2019). Im Rahmen der Zoonoseuberwachung werden jahrlich Daten
Uber das Auftreten von Campylobacter spp. bei den wichtigsten
Lebensmittelkategorien erfasst. Die Grundlage fur die Uberwachung von
Zoonoseerregern auf Lebensmitteln in Deutschland bildet die Allgemeine
Verwaltungsvorschrift (AVV) Zoonosen Lebensmittelkette, welche auf der Richtlinie
2003/99/EG basiert. Um die bundesweit einheitliche Durchfihrung des
Zoonosemonitorings zu gewahrleisten, erstellt das BfR jahrlich einen Stichprobenplan.
Anhand diesem nehmen die einzelnen Bundeslédnder Proben und senden die
Untersuchungsergebnisse an die zentrale Meldestelle des Bundesamtes fur
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL). Das BVL erstellt daraus einen
Bericht, der zuriick an das BfR geschickt wird. Dort wird er bewertet und an die EFSA
weitergeleitet. Die EFSA erstellt anschlieend einen jahrlichen Bericht, in dem die
Daten aller Mitgliedsstaaten zum Zoonose-Monitoring zusammengefasst dargestellt
werden. Im Durchschnitt wurden EU-weit 37,4% der Broilerproben und 31,5% der
Putenproben in der Kategorie Frischfleisch positiv auf Campylobacter spp. getestet

(EFSA 2018). Die Ausbreitung in den Herden erfolgt hauptsachlich horizontal durch
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eine fakal-orale Ubertragung (LIN 2009). Risikofaktoren fir einen Campylobacter-
Eintrag in die Herde bestehen durch fehlende Hygienebarrieren, Eintrag durch
Insekten und Nagetiere, Nahe zu anderen Bestanden, andere Tierbestande im selben
Betrieb, Leerstehzeiten des Stalls unter 14 Tagen zwischen zwei Durchgangen sowie
zugekauftes Futter (HALD et al. 2000). Wahrend des Transports und der Schlachtung
gelangen die Keime aus dem Darm der Tiere auf die Haut. Besonders der Vorgang
der Eviszeration birgt ein hohes Risiko fir eine fakale Kontamination der
Schlachtkérper (HERMAN et al. 2003). Ca. 20-30% aller Campylobacteriose-Félle
werden mit dem Umgang, dem Zubereiten und dem Verzehr von Geflugelfleisch
assoziiert (EFSA 2010). Eine Infektion kann dabei entweder durch den direkten
Verzehr von rohem oder nicht ausreichend erhitztem Gefllugelfleisch erfolgen oder
durch Kreuzkontamination anderer Lebensmittel (SUKTED et al. 2017a). Mit dem Ziel,
die Zahl der Erkrankungen durch kontaminiertes Geflugelfleisch zu reduzieren, wurde
am 01. Januar 2018 mit der VO (EU) Nr. 2017/1495 zur Anderung der VO (EG) Nr.
2073/2005 ein Prozesshygienekriterium fir Campylobacter spp. auf Schlachtkdrpern
von Masth&hnchen eingefihrt. Darin wurde ein Grenzwert von 1000 KbE/g Halshaut
auf Schlachtkdrpern nach dem Kuhlen festgelegt. Werden bei mehr als 20 (bzw. 15 ab
01.01.2020 und 10 ab 01.01.2025) aus 50 Proben héhere Keimzahlen gefunden gilt
das Ergebnis als unbefriedigend. Als MaRnahmen in diesem Fall werden
Verbesserungen in der Schlachthygiene, Uberpriifung der Prozesskontrolle und der
Herkunft der Tiere sowie MalRnahmen im Bereich der Biosicherheit in den

Herkunftsbetrieben genannt.

2.1.5. Bekdmpfungsstrategien

Es gibt zahlreiche Strategien zur Senkung des Gehalts an Campylobacter spp. auf
Geflugelschlachtkorpern, grob kann man sie in zwei Kategorien einteilen: Ma3nahmen
auf Farmebene (engl.: preharvest) und Mallhahmen nach der Schlachtung (engl.:
postharvest) (SAHIN et al. 2015). Wahrend erstere auf eine Reduktion der Zellzahlen

von Campylobacter spp. bereits im Magendarmtrakt des Gefliigels vor der
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Schlachtung abzielen, haben letztere MalRBhahmen eine Dekontamination der

Schlachtkorper zum Ziel.

2.15.1. Preharvest-Methoden

Bei den preharvest-Methoden bilden Malinahmen zur Biosicherheit und Hygiene die
Grundlage. Da in den ersten zwei Lebenswochen von Broilern fast nie Campylobacter
spp. hachgewiesen werden kénnen (HALD et al. 2000) und man daher annimmt, dass
die vertikale Ubertragung kaum eine Rolle spielt, ist das Ziel, einen horizontalen
Eintrag an Campylobacter spp. aus der Umwelt in die Herden zu vermeiden. Darunter
fallen unter anderem ein striktes Hygienemangement inklusive der Personalhygiene,
eine Beschrankung der Personen, die Zutritt zum Stall haben und eine effektive
Schadlingskontrolle (SAHIN et al. 2015). Um eine Besiedelung des Magen-Darm-
Traktes der Tiere zu verhindern gibt es verschiedene Ansatze. Der Zusatz von
organischen S&auren ins Trinkwasser oder Futter wurde in mehreren Studien getestet.
In manchen Studien konnte eine Besiedelung mit Campylobacter spp. erfolgreich
verhindert werden, bzw. eine Reduktion der Anzahl an Campylobacter spp. im Zaekum
erreicht werden (SOLIS DE LOS SANTOS et al. 2008; SKANSENG et al. 2010;
JANSEN et al. 2014). Eine Reduktion auf den Schlachtkdrpern konnte jedoch nicht
nachgewiesen werden. Nach Ansicht der Autoren sind Kreuzkontaminationen am
Schlachthof der ausschlaggebende Grund fir dieses Ergebnis (JANSEN et al. 2014).
Eine andere Studie konnte wiederum keinen signifikanten Effekt nach Applikation von
organischen Sauren ins Trinkwasser nachweisen (CHAVEERACH et al. 2004). Eine
weitere Mdglichkeit zur Intervention stellt die Applikation von Bakteriophagen dar.
WAGENAAR et al. (2005), EL-SHIBINY et al. (2009) und FISCHER et al. (2013)
konnten zeigen, dass eine Behandlung mit Bakteriophagen zu einer Reduktion von
Campylobacter spp. um 2-3 logio-Stufen im Zaekum fihrte. Dieser Effekt hielt jedoch
nur wenige Tage an. Auch der Einsatz von Bakteriozinen fuhrte zu hohen Reduktionen
zwischen 5 und 8 logio-Stufen bei der Kolonisation von Campylobacter spp. im Magen-
Darm-Trakt von Hahnchen und Puten (SVETOCH u. STERN 2010). Probiotika zur
kompetitiven Hemmung, die zu Beginn der Aufzucht gegeben werden, kdnnen
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ebenfalls einen reduzierenden Einfluss auf die Kolonisation mit Campylobacter spp.
haben (GHAREEB et al. 2012; SCHNEITZ u. HAKKINEN 2016). Hierbei ist zu
beachten, dass der reduzierende Effekt bei einer Studie hauptsachlich in den ersten
zwei Wochen auftrat (SCHNEITZ u. HAKKINEN 2016), wahrend in der anderen nach
Tag 15 keine Daten mehr erhoben wurden (GHAREEB et. al. 2012). Die genannten
Maflnahmen sind teils sehr kostenintensiv oder mit grolem Aufwand verbunden,
wobei eine komplette Verhinderung eines Eintrags an Campylobacter spp. nicht
garantiert werden kann (SAHIN et al. 2015). Ein kommerziell erhaltlicher Impfstoff steht
bisher nicht zur Verfigung (PITTER et al. 2018). In mehreren Studien konnte eine
variable  Empfindlichkeit gegen Campylobacter spp. bei verschiedenen
Masthahnchen-Linien gefunden werden (LI et al. 2011; BOYD et al. 2005). Die
Zuchtung auf genetische Resistenz stellt eine mdgliche Option in der Zukunft dar,
muss aber noch weiter erforscht werden (CALENGE u. BEAUMONT 2012).

2.1.5.2. Postharvest-Methoden

Neben einer guten Hygienepraxis am Schlachthof gibt es mehrere Moglichkeiten zur
physikalischen oder chemischen Dekontamination der Schlachtkérper, diese
schlie3en das Gefrieren, die Behandlung mit heiBem oder elektrolysiertem Wasser,
eine Bestrahlung und die Applikation von antimikrobiellen Substanzen ein (PURNELL
et al. 2004; MONTANHINI u. OLIVEIRA 2010; DEMIRCI u. NGADI 2012; KUDRA
2012; RASSCHAERT 2013; SAHIN et al. 2015). Die Methoden sind nachfolgend

genauer dargestellt.

Physikalische Verfahren

Das Tiefgefrieren von Broilerkarkassen oder Teilstlicken fiihrt zu einer Reduktion der
Belastung mit Campylobacter spp., wie mehrere Studien zeigen konnten (SANDBERG
et al. 2005; GEORGSSON et al. 2006; MONTANHINI u. OLIVEIRA 2010; SAMPERS
et al. 2010; BOYSEN et al. 2013; HARRISON et al. 2013). Dabei wird die
hauptsachliche Reduktion innerhalb der ersten Tage bis drei Wochen erreicht, eine
langere Lagerungsdauer bei -20 bis -22 °C fihrt zu keiner signifikant hdheren
Reduktion (SANDBERG et al. 2005; GEORGSSON et al. 2006; SAMPERS et al.
2010). Die Methode wird bereits bei Schlachtkérpern von Campylobacter-positiven
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Herden angewendet (UMARAW et al. 2017). Keine dieser Studien konnte jedoch eine
vollstandige Elimination erreichen. Ein negativer Einfluss auf die Fleischqualitat ist bei
Einfrierzeiten von wenigen Wochen nicht zu erwarten (UMARAW et al. 2017), jedoch

kann das Fleisch nicht mehr als frisch vermarktet werden.

Durch eine Behandlung mit heiRem Wasser, entweder als Dip oder als Spray zu
unterschiedlichen Zeitpunkten wahrend des Schlachtprozesses, sowie eine
Pasteurisierung durch heiBen Wasserdampf, kann die Keimbelastung auf
Broilerkarkassen gesenkt werden. Dabei ist vor allem die Temperatur/Zeit-
Kombination zu beachten. Bei einer Immersion bei 60 °C fir 28 s sowie einer
Spraybehandlung bei 73 °C fur 20 s konnte kein reduzierender Effekt auf
Campylobacter spp., Escherichia coli und andere coliforme Keime festgestellt werden
(BERRANG et al. 2000). Bei 75 °C fur 30 s konnten PURNELL et al. (2004) eine
Reduktion von Campylobacter spp. um 1 logio-Stufe nachweisen, allerdings kam es
zu Hautschaden und -zerreissungen. JAMES et al. (2007) konnten mit einer
Dampfbehandlung C. jejuni signifikant um bis zu 3,3 logio KbE/cm? reduzieren, auch
hier kam es allerdings zu Veranderungen der Haut. ZHANG et al. (2013) berichteten
ebenfalls Gber ein &hnliches Aussehen der Haut und der Brustfilets wie nach einem

Kochvorgang nach Anwendung von 71 °C heil3em Wasser als Spray fir 1 min.

Eine weitere Methode ist der Einsatz von elektrolysiertem Wasser. Die keimtdtende
Wirkung beruht auf der Entstehung freier Sauerstoff- und Chlorradikale, wenn ein
Strom mit niedriger Spannung an mit Natriumchlorid supplementiertes Trinkwasser
angelegt wird (RASSCHAERT et al. 2013). Bezuglich des reduzierenden Effekts einer
Behandlung mit elektrolysiertem Wasser gibt es uneinheitliche Ergebnisse. So konnten
PARK et al. (2002) eine Reduktion um 3,0 logio-Stufen von C. jejuni auf der Haut von
Hahnchenfligeln nach 30-minttiger Immersion erreichen. RASSCHAERT et al. (2013)
stellten bei natirlich kontaminierten Broilerkarkassen bei dreiminitiger Anwendung
nach dem Brihen eine Reduktion von 1,3 logio-Stufen fest. Eine Behandlung nach
dem Kihlen brachte hingegen keine signifikante Reduktion. NORTHCUTT et al. (2007)
zeigten eine zeitabhangige Wirkung. Wahrend bei 5 s Behandlungszeit kein

signifikanter Effekt auftrat, erfolgte bei 10 und 15 s eine Reduktion von C. jejuni um ca.
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1,0 logio-Stufen. Bei BURFOOT et al. (2015) zeigte sich keine signifikante Reduktion
nach 1 min Bespruhen mit dem elektrolysierten Wasser.

Die Anwendung von ionisierender Strahlung bei Lebensmitteln (aul3er getrockneten
Krautern und Gewdrzen) ist in Deutschland zurzeit laut Lebensmittelbestrahlungs-
verordnung (LMBestrV) nicht erlaubt. In anderen EU-Landern, zum Beispiel
Frankreich, Tschechien und Belgien, dirfen jedoch auch andere Lebensmittel wie
Krustentiere oder Hahnchenfleisch bestrahlt werden (2009/C/283/02). Diese Art der
Behandlung stellt sich als sehr effektiv bei der Abtdétung von pathogenen Keimen wie
Campylobacter spp. oder Salmonella spp. auf Geflugelfleisch dar. C. jejuni konnte bei
einer Dosis von 0,75 kGy abhangig von der Verpackungsart um ca. 2,5-3,0 logio-
Stufen auf Hahnchenfleisch reduziert werden (KUDRA et al. 2012). In zwei weiteren
Studien fiihrte die Bestrahlung mit 1 kGy zu einer vollstandigen Elimination von
Campylobacter spp. auf dem Fleisch (LEWIS et al. 2002; RAUT et al. 2012). Zu
beobachten sind jedoch Farbabweichungen und ein saures Aroma (KUDRA et al.
2012). LEWIS et al. (2002) stellten einen erhdhten Rotwert fest und schlechtere
Bewertungen der Textur und des Geschmacks an Tag 14 und Tag 28 der Lagerung
im Vergleich mit den unbehandelten Kontrollproben. Ultraviolettes Licht darf zur
Behandlung von Trinkwasser, der Oberflache von Obst- und Gemuseerzeugnissen
sowie von Hartkdse wahrend der Lagerung eingesetzt werden (LMBestrV). Die
Bestrahlung von Hahnchenfilets mit einer Dosis von 192 mJ/cmz2 fihrte zu einer
Reduktion um 0,76 logio KbE/cm? an Campylobacter spp. (HAUGHTON et al. 2011),
die Behandlung mit 32,9 mJ/cm? ergab eine vergleichbare Reduktion um 0,8 logio
KbE/cm? auf Hahnchenhaut (ISOHANNI u. LYHS 2009). Farbveranderungen wurden

nicht beobachtet.

Chemische Verfahren

H&aufige in Studien eingesetzte antimikrobielle Substanzen sind organische Sauren
(Milchsaure, Essigsaure, Zitronenséaure), chlorhaltige Verbindungen (Chilor,
Chlordioxid, Hypochlorit, Cetylpyridiniumchlorid, Monochloramin) und
Natriumphosphat (DEMIRCI u. NGADI 2012; KOOLMAN et al. 2014; MOORE et al.
2017; SUKTED et al. 2017b; ZHANG et al. 2018). Der bakterizide Wirkmechanismus
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unterscheidet sich je nach eingesetzter Substanz, beruht aber oft auf der Zerstérung
von Zellmembran und anderen Zellstrukturen sowie der Stérung von physiologischen
Stoffwechselvorgangen (LORETZ et al. 2010). Die Wirksamkeit ist abhangig von vielen
verschiedenen Faktoren, u. a. der Konzentration, Einwirkzeit, Applikationsart und ob
naturlich kontaminierte oder kunstlich inokulierte Schlachtkorper verwendet wurden
(ARRITT et al. 2002; MEREDITH et. al. 2013; PURNELL et al. 2013). Die
unterschiedlichen Studiendesigns erschweren einen Vergleich der Effektivitat der
verschiedenen Behandlungen. In den meisten Studien konnte ein signifikanter,
reduzierender Effekt auf Campylobacter spp. zwischen 0,9 und 2,0 logio-Stufen, zum
Teil auch hoher, beobachtet werden (KOOLMAN et al. 2014; MOORE et al. 2017;
ZHANG et al. 2018). Von hoher Bedeutung sind die Sicherheit der
Dekontaminationsmittel und dass ihre Anwendung nicht zu Qualitatsveranderungen
des Fleisches fuhrt. Des Weiteren sollten die Substanzen kostengunstig,
umweltvertraglich und auch effektiv in der kommerziellen Produktion sein, da Mittel,
die unter Laborbedingungen an inokulierten Karkassen getestet wurden, oftmals in der
Praxis eine geringere Wirksamkeit aufweisen (DEMIRCI u. NGADI 2012). Manche
Agenzien haben auch einen limitierten Anwendungsbereich, da sie Nachteile wie z. B.

mangelnde Stabilitat oder korrosive Eigenschaften besitzen (LORETZ et al. 2010).

2.2. Peroxyessigsaure (PES)

2.2.1. Historie

Die keimtotende Wirkung der PES wurde zuerst 1902 von Freer und Novy
beschrieben. Sie verglichen in einem In-vitro-Versuch die Wirkung von PES mit
Wasserstoffperoxid und stellten fest, dass bereits nach drei Minuten samtliche
getesteten Keime inklusive Sporen von Bacillus anthracis abgetdtet waren.
Wasserstoffperoxid flihrte hingegen auch nach 60 Minuten nicht zu einer vollstandigen
Abtdtung der meisten verwendeten Keimarten (FREER u. NOVY 1902). D"Ans und
Frey stellten 1912 fest, dass die Reinsubstanz &uf3erst explosiv ist. Damit wurde die

weitere Anwendung und Forschung erst einmal gebremst (BUTZER 2012). Zwischen
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1950 und 1960 erschienen schlieBlich mehrere Arbeiten Uber die mikrobiozide
Wirkung von PES (SCHREINER 2008). Es bildeten sich zwei Arbeitskreise, die
zunachst unabhéangig voneinander forschten, spater aber in regem Austausch standen
(SCHREINER 2008). In der damaligen DDR erhielt PES im Jahr 1972 die Zulassung
als Arzneimittel fur Haut- und Handedesinfektion und wurde unter dem Handelsnamen
Wofasteril vertrieben (SCHREINER 2008). Die heutigen Anwendungsbereiche sind
vielfaltig. Neben dem Einsatz zur Flachen- und Hautdesinfektion wird PES auch haufig
in Aquakulturen zur Desinfektion und Bekdmpfung von Ektoparasiten bei Fischen
verwendet (STRAUS et al. 2018). Auf Grund der oxidativen Wirkung kann PES
aulRerdem als Bleichmittel fur Papier (YANG et al. 2018) und Textilien (ABDEL-HALIM
u. AL-DEYAB 2011) eingesetzt werden. Des Weiteren findet PES als Reagenz oder
Katalysator in chemischen Reaktionen Anwendung zum Beispiel bei Polymerisationen
oder der Epoxidierung von Alkenen (BUTZER 2012).

2.2.2. Eigenschaften und Wirkmechanismus

Da PES in reiner Form hochexplosiv ist, werden meist 15- oder 40-prozentige
Losungen vertrieben (BUTZER 2012). Es liegt stets ein Gleichgewicht zwischen den
Ausgangsstoffen  Essigsaure und  Wasserstoffperoxid (WPO) und den
Reaktionsprodukten PES und Wasser vor (Abb. 1).

Abbildung 1: Bildungsreaktion von Peroxyessigsaure (PES) (SCHREINER 2008)

=9 =0

CH—C + HOOH == CH—C + HO
™~ OH “~ ooH

Essigsaure (WPO) == PES Wasser
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Diese LoOsungen sind durch spezielle Herstellungsverfahren oder zugegebene
Stabilisatoren Uber einen langeren Zeitraum stabil. Verdinnt man sie jedoch mit
Wasser, kehrt sich die Reaktion um und die PES-Molekile zerfallen. Je hoher die
Temperatur, desto rascher zersetzt sich die Losung (MUCKE 1970).
Gebrauchsl6sungen sollten daher kihl aufbewahrt und zugig aufgebraucht werden.
PES ist als antimikrobielle Substanz sehr gut geeignet, da sie ein breites Wirkspektrum
und eine hohe Wirkungsgeschwindigkeit besitzt und auch bei niedrigen Temperaturen
wirksam ist (MORADI et al. 2009; SELLA et al. 2012). Beim Einsatz in Gegenwart von
organischem Material zerfallt sie schnell in die ungefahrlichen Produkte Wasser und
Essigsaure und stellt somit keine Gefahr fur die Gesundheit und die Umwelt dar (EFSA
2014). Ein Nachteil der PES besteht darin, dass sie auf Eisen und einige andere
Metalle eine stark korrosive Wirkung hat. Dem entgegengewirkt werden kann mit einer
Alkalisierung der Gebrauchslésung (SCHREINER 2008). Dadurch ist kein Wirkverlust
zu erwarten, da der schwach saure pH fur die antimikrobielle Wirkung unerheblich ist,
wie der Vergleich zu Essigsaure oder Salzsaure mit gleichem pH zeigen (MUCKE
1970). Ab einem pH von 9 zerfallt die Losung jedoch sehr schnell und sollte innerhalb
von zwei Stunden verbraucht werden (SCHREINER 2008). Der Wirkmechanismus von
PES ist komplex. Durch nicht spezifische Oxidation werden vor allem die C-C-
Doppelbindungen sowie SH-Gruppen angegriffen, was zur Zerstérung der Zellen fuhrt
(WESSELS u. INGMER 2013). AufRerdem werden freie Radikale gebildet, die
ebenfalls an verschiedenen Stellen angreifen. Der Unterschied zwischen der
Wirksamkeit von Wasserstoffperoxid und Peroxyessigsaure besteht zum einen darin,
dass WPO durch das Enzym Katalase zu Wasser und Sauerstoff gespalten wird und
somit seine oxidierende Wirkung verliert, wahrend das beim PES-Molekul nicht der
Fall ist. Zum anderen kann PES durch den lipophilen Rest die Lipidschicht der
Membran durchdringen und der Aktivsauerstoff im Inneren seine Wirkung entfalten
(Abb. 2).
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Abbildung 2: Vergleich der Wirkung von Wasserstoffperoxid (WPO) und
Peroxyessigsaure (hier als Acetylhydroperoxid (AHP) bezeichnet) auf
Bakterienzellen (SCHREINER 2008)

Schemabild der mikrobiziden Wirkung
von A) Wasserstoffperoxid (WPO) und B) Acetylhydroperoxid (AHP)
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2.2.3. Rechtlicher Hintergrund

Wahrend PES in den USA schon seit mehreren Jahren zur chemischen
Dekontamination von Geflugelschlachtkdrpern eingesetzt wird, gibt es dafir bislang in
der EU keine Zulassung. Zur Dekontamination ist bisher nur Trinkwasser in der EU
erlaubt. Die EU zieht jedoch eine Behandlung mit PES in Betracht und hat daher den
Auftrag an die EFSA gegeben, die Sicherheit und Effektivitat von PES zu tUberprtfen.
Die EFSA stuft einen Zusatz von bis zu 230 ppm PES in Kihltanks und eine
Konzentration bis zu 2000 ppm als Spruh- oder Tauchbehandlung von nicht l&anger als
drei Minuten als sicher ein (EFSA 2014).
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2.2.4. Anwendung auf Fleisch

Es existieren zahlreiche Studien zur Wirksamkeit von PES auf Fleisch zur Reduktion
verschiedener Keimarten, die Ergebnisse unterscheiden sich je nach Applikationsart,
eingesetzter Konzentration und den getesteten Mikroorganismen. Durch den Zusatz
von 200 ppm PES ins Kihlwasser konnte nach 1 h eine Reduktion von 1,5 logio-Stufen
KbE von C. jejuni auf Hahnchenkarkassen im Vergleich mit dem Zusatz von 30 ppm
Chlor erreicht werden. Der Keimgehalt an Salmonella (S.) Typhimurium konnte bereits
bei einer Konzentration von 25 ppm PES signifikant gesenkt werden
(BAUERMEISTER et al. 2008). Bei MEREDITH et al. (2013) fuhrte jedoch weder der
Einsatz von 200 ppm PES als Dip, noch als Spray bei einer Anwendungszeit von 15 s
zu einer signifikanten Reduktion der Belastung mit Campylobacter spp. Eine héhere
Konzentration von 1000 ppm PES in einem 20 s Dip zeigte allerdings eine Reduktion
von 2,0 logio-Stufen KbE von C. jejuni und S. Typhimurium auf Hahnchenkarkassen
im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle (NAGEL et al. 2013). In einer weiteren
Studie wurde der Effekt von 400 ppm PES, appliziert als Spray fur 30 s, auf nattrlich
vorkommende Campylobacter spp. auf Hahnchenschlachtkérpern untersucht. Der
Keimgehalt auf der Haut konnte um ca. 1 logio-Stufe KbE des Erregers reduziert
werden. Dieser Effekt war jedoch nicht statistisch signifikant, allerdings wurde auch ein
hohes Signifikanzniveau von (P<0,01) gewahlt. Die Zugabe von 20 ppm PES (+T-128
als Stabilisator) zum Kihlwasser bewirkte eine signifikante Reduktion der
Gesamtkeimzahl (GKZ), von Escherichia (E.) coli und der Gesamtheit an coliformen
Bakterien (STEININGER et al. 2018). Abweichungen in der Sensorik nach der
Behandlung traten bei manchen Studien auf, wurden jedoch als nicht gravierend
beurteilt (BAUERMEISTER 2008; ZHANG 2018). Ahnliche Ergebnisse zeigten sich
auch bei der Anwendung auf Rindfleisch. KING et al. (2005) testeten verschiedene
Konzentrationen an PES auf Rindfleischkarkassen. Wahrend die Sprihbehandlung
der gekihlten Karkassen mit 200 ppm PES keinen Effekt auf die Anzahl KbE von E.
coli und S. Typhimurium zeigte, fuhrte sie auf der heil3en Karkassenoberflache
hingegen zu einer Reduktion von 0,7 logio KbE/cm? beider Keime. Bei ELLEBRACHT
et al. (2005) fuhrte die Anwendung von 200 ppm PES als Dip zu einer Reduktion KbE

von E. coli und S. Typhymurium um etwa 1 logio-Stufe. Hohere Konzentrationen bis
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zu 1000 ppm PES brachten keine zusatzliche Reduktion. Die Behandlung mit PES
fuhrte zu niedrigeren pH-Werten des behandelten Fleisches. In einer weiteren Studie
konnten (VISVALINGAM u. HOLLEY 2018) nachweisen, dass eine Dip-Behandlung
des Hackfleisches mit 400 ppm PES zu einer Reduktion von E. coli um 0,8 logio KbE/g
in Rindfleischfrikadellen fuhrt. Die Frikadellen wiesen einen niedrigeren Rotwert auf

als die Kontrolle.

2.3. Zielsetzung der Studie

Ziel dieser Studie war es, geeignete Verfahrensparameter fir eine Sprihbehandlung
der Haut von Hahnchen- und Putenschlachtkérpern mit PES zu entwickeln, um eine
maoglichst hohe Reduktion von Campylobacter spp. und der aeroben mesophilen GKZ
zu erreichen. Daflr sollte zunéchst die In-vitro-Empfindlichkeit von Campylobacter-
Feldisolaten gegenuber PES untersucht werden und anschlieend mehrere
Kombinationen mit verschiedenen Konzentrationen und Behandlungszeiten auf dem
Fleisch getestet werden. Mit der wirkungsvollsten Variante sollte im Folgenden die
Behandlung der Schlachtkdrper mit angeschlossener Lagerung durchgefuhrt werden.
Gleichzeitig zur mikrobiologischen Untersuchung sollten die sensorischen,
physikochemischen (pH, elektrische Leitfahigkeit) und chemischen (Myoglobin,
biogene Amine, antioxidative Kapazitat) Qualitditsmerkmale des Fleisches direkt nach
der Behandlung und wahrend der Lagerung unter Schutzgas untersucht werden, um
auszuschlieBen, dass die Behandlung zu unerwinschten Abweichungen in der

Fleischqualitat fuhrt.
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Abstract

Constant high case numbers of human campylobacteriosis over the last years show
the necessity of efficient strategies to reduce the number of diseases. The aim of this
study was to assess the effectiveness of peracetic acid (PAA) as spray application to
reduce Campylobacter spp. on chicken meat. For this, the minimum inhibitory
concentrations (MICs) and minimum bactericidal concentrations (MBCs) of 25
Campylobacter jejuni and C. coli isolates were determined. All tested isolates had
MICs ranging between 2 to 8 ppm PAA, while MBCs were 1- to 4-fold higher than the
MIC. An additional time-Kkill test, using strain C. jejuni DSM 4688, revealed that after
an incubation time of 2 h in medium, supplemented with 1-fold the MIC (4 ppm) of
PAA, no surviving C. jejuni cells were detectable. For evaluation of a spraying
treatment, C. jejuni DSM 4688 (102 cfu/ml) inoculated chicken drumsticks and native
skin-on breast fillets were treated for 30 s with PAA of 1,200 ppm concentration.
Samples were packaged in modified atmosphere packages and stored at 4 °C until
further analysis. On day 1, 6 and 12 the fillets were used for microbial (total viable
count), sensory and physicochemical (color, pH, electrical conductivity) analysis and
meat samples for myoglobin redox forms and antioxidant activity were taken. A
significant reduction of the total viable counts was seen on day 6 and 12 in
comparison to the water control and to the untreated fillets, respectively.
Campylobacter jejuni counts on the drumsticks were significantly reduced by PAA
application on day 6 and 12 in comparison to the water treatment. Except on day 12,
where PAA treated fillets showed a slightly higher percentage of oxymyoglobin, no
significant differences could be found in the sensory and physicochemical
measurements as well as in myoglobin and antioxidant activity. Spray-application of
1,200 ppm PAA to Campylobacter-contaminated chicken samples led to a significant
reduction up to 1.1 logio of Campylobacter spp. counts without influencing chemical

and sensory meat quality parameters.

Key words: broiler, peracetic acid, Campylobacter spraying, meat quality, modified

atmosphere packages
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Abstract

Handling and consumption of Campylobacter-contaminated poultry meat is the most
common cause of human campylobacteriosis. While many studies deal with
interventions to reduce Campylobacter spp. on chicken carcasses, studies on other
poultry species are rare. In the present study, a spray treatment with peracetic acid
(PAA) on turkey carcasses was evaluated. For this, parts of breast fillets with skin and
Campylobacter (C.) jejuni DSM 4688 (102 cfu/ml) inoculated drumsticks were sprayed
for 30 s with PAA (1200 ppm) or water as control solution. Samples were packaged
under modified atmosphere and stored at 4 °C until analysis on day 1, 6 and 12. The
breast fillets were used for determination of the total viable count, sensory and meat
quality examination as well as myoglobin content and biogenic amines. The drumsticks
were used for C. jejuni counts. PAA had a significant effect in reducing total viable
counts on all days by up to 1.2 logio compared to the untreated control. Treatment with
water alone showed no effect. C. jejuni counts were significantly reduced by PAA (0.9-
1.3 logio), while water achieved a 0.5 logio reduction on C. jejuni counts on day 1. No
differences in sensory, pH, electrical conductivity and myoglobin content could be
found. The skin of the PAA treated fillets had lower redness values than the water
control on day 1, whereas on day 12 parts of the water treated muscles were lighter
than the untreated control. A lower putrescine content of the water sprayed fillets in
comparison to the control sample on day 12 was the only significant difference
concerning the biogenic amines. Results from this study indicate that a spray treatment
with 1200 ppm PAA would be a useful measure to lower the Campylobacter spp.

counts on turkey carcasses without having a negative influence on product quality.

Key words: peracetic acid, Campylobacter, turkey meat, spray wash, meat quality
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4. Zusammenfassung der Ergebnisse und Ubergreifende

Diskussion

4.1. In-vitro-Versuche

Um herauszufinden, ab welcher Konzentration PES gegentiber Campylobacter spp. in
vitro wirksam ist, sowie, um zu schauen, ob die Isolate eine ahnliche Empfindlichkeit
oder grolRere Unterschiede aufweisen, wurden die MHK- und MBK-Werte von 25
Typstammen und Feldisolaten von C. jejuni und C. coli bestimmt. Die MHK-Werte der
getesteten Isolate lagen mit 2-8 ppm PES alle dicht beieinander (Publikation 1). Die
Angabe der Werte erfolgte zur besseren Vergleichbarkeit der eingesetzten
Konzentration bei der Anwendung auf dem Fleisch in ppm PES anstatt wie sonst tiblich
in pg/ml. Die geringen Konzentrationen, die notwendig sind, um sichtbares Wachstum
zu verhindern, sprechen fir eine hohe Empfindlichkeit von Campylobacter spp.
gegenuber PES. Obwohl PES ein breites Anwendungsspektrum besitzt (MORADI et
al. 2009), zeigten andere bakterielle Spezies und Isolate in der Literatur
unterschiedliche MHK-Werte. So bestimmten AARNISALO et al. (2007) fur
verschiedene Isolate von Listeria monocytogenes die MHK und kamen auf Werte
zwischen 62,5 und 250 ppm PES. Somit scheint die Empfindlichkeit gegeniiber PES

spezies- und isolatspezifisch zu sein.

Die MBK-Werte fur PES waren bei C. jejuni und C. coli entweder gleich der fur das
Isolat ermittelten MHK oder lagen eine Verdinnungsstufe hoher, lediglich bei einem
C. jejuni-Isolat lag die MBK vierfach hoher als die MHK (Publikation 1). Die Ergebnisse
bestétigten eine bakterizide Wirkung der PES. Im Allgemeinen wird eine Substanz als
bakterizid bezeichnet, wenn der MBK-Wert nicht hoher als der vierfache MHK-Wert ist
(FRENCH 2006). BRIDIER et al. (2011) testeten verschiedene Bakterienspezies, u. a.
E. coli, Pseudomonas aeruginosa, S. enterica und ermittelten MBK-Werte zwischen
4,8 und 10,8 ppm fir PES. Einzig Mycobacterium chelonae wies einen im Vergleich

zu den anderen Spezies héheren MBK-Wert von 2940 ppm PES auf.

Um zu untersuchen, wie schnell eine Wirkung der PES nach Kontakt der Bakterien

eintritt, wurde mit einem Isolat eine Absterbekinetik durchgefiihrt. Dies sollte Hinweise
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darauf geben, wie schnell die Wirkung nach Behandlung des Fleisches einsetzt. Der
Referenzstamm C. jejuni DSM 4688 wurde dazu ausgewahlt, da er einen im Vergleich
zu den anderen getesteten Isolaten mittleren MHK-Wert von 4 ppm PES besitzt und
auch fur die Inokulation der Hahnchen- bzw. Putenhaut verwendet wurde. Bei einer
Konzentration von 8 ppm PES, welche der doppelten MHK entspricht, waren nach 1 h
99,9% der Keime abgetotet, bei 4 ppm PES (=MHK) waren nach 2 h keine lebenden
Keime mehr nachweisbar (Publikation 1). Der Einsatz von 2 ppm PES (halbe MHK)
resultierte nach 4 h in einer Reduktion von 99,9 % des Erregers, jedoch zeigte sich
nach 24 h Inkubation, dass sich die Keime anschlieRend wieder auf bis zu 2,0 x 107
KbE/ml vermehrten und damit fast dieselbe Keimzahl wie die Wachstumskontrolle
erreichten (Publikation 1). Damit bestétigte der Test auch den ermittelten MHK-Wert
von 4 ppm PES. Im Vergleich zu den Ergebnissen dieser Arbeit zeigte ein
Suspensionstest mit einer Konzentration von 1500 ppm PES nach einer Minute
Kontaktzeit eine Reduktion von C. jejuni um mehr als 6,0 logio cfu/ml (GUTIERREZ-
MARTIN et al. 2011). Die Wirkgeschwindigkeit scheint daher konzentrationsabhangig
zu sein. In der Studie von CHAVEERACH et al. (2002) wurde der bakterizide Effekt
von Essigsaure und anderen organischen Sauren bei zehn Isolaten von C. jejuni und
C. coli in einer Mischung aus Wasser und Broilerfutter bei verschiedenen pH-Werten
getestet. Der niedrigste pH-Wert von 4,0 erwies sich dabei am effektivsten, in weniger
als 1 h waren keine Campylobacter spp. mehr nachweisbar. Wurde jedoch reine
Salzsaure eingesetzt, konnten erst nach 4 h keine Campylobacter spp. mehr
nachgewiesen werden. Es spielt also nicht allein der pH-Effekt eine Rolle in der

Keimabt6tung, sondern auch die eingesetzte Substanz.

Um Hinweise auf eine nachlassende Wirksamkeit durch Adaption von Campylobacter
spp. an PES bei einem haufigen Einsatz zu bekommen, wurden weitere In-vitro-
Versuche durchgefuhrt. Eine schrittweise Adaption von Campylobacter-Isolaten in
Bouillon an immer hdéhere Konzentrationen von PES (in 0,5-ppm-Schritten) konnte
nicht nachgewiesen werden. In den drei unabhangigen Durchgéangen mit jeweils flnf
Isolaten war spatestens ab dem MBK-Wert kein Wachstum der Mikroorganismen mehr
nachweisbar (Tab. 1; Material und Methoden siehe Anhang unter 9.3.1). Um eine

Bestatigung dafir zu bekommen, dass eine Anpassung der Bakterien
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unwahrscheinlich ist, wurde zusatzlich noch eine andere Methode der Adaption
angewendet. Nach zehnmaligem Uberimpfen der Mikroorganismen in Losungen mit
subletalen PES-Konzentrationen wurde fur alle der zehn so adaptierten
Campylobacter-Isolate ein doppelt so hoher MHK-Wert bestimmt als bei den
unbehandelten Kontrollisolaten. Dies blieb auch bei sieben der zehn Isolate nach
funfmaligem Uberimpfen in Losungen ohne PES sowie nach Kryokonservierung
erhalten (Tab. 2; Material und Methoden siehe Anhang unter 9.3.2). Die gezeigten
Ergebnisse deuten darauf hin, dass sich Campylobacter spp. unter bestimmten
Umstanden bis zu einem gewissen Grad an PES adaptieren kdnnen. Ein Nachlassen
der Wirksamkeit scheint jedoch unwahrscheinlich, da die MHK lediglich um eine Stufe
anstieg und PES in der Regel in vielfach hoherer Konzentration eingesetzt wird. Um
zu prufen, ob die so adaptierten Isolate einen Fitnessverlust zeigen, wurden sechs
Isolate ausgewabhlt fir einen Wachstumsversuch, bei dem jeweils ein adaptiertes Isolat
mit dem unbehandelten Kontrollisolat verglichen wurde. Bei den durch ein kulturelles
Verfahren erstellten Wachstumskurven zeigte sich bei vier der adaptierten Isolate fast
kein Unterschied zu den Kontrollisolaten, bei einem Isolat (LH 70) stieg die Keimzahl
der Wachstumskontrolle eher an als das adaptierte Isolat und bei einem Isolat (LH 86)
hatte das adaptierte Isolat zunachst hohere Keimzahlen. Nach 24 h war jedoch bei
beiden kein Unterschied mehr festzustellen. (Abb. 3; Material und Methoden siehe
Anhang unter 9.3.2). Somit scheinen die adaptierten Isolate keinen Nachteil in der

Fitness zu besitzen.

25



Zusammenfassung der Ergebnisse und Ubergreifende Diskussion

Tabelle 1: Adaption von 5 verschiedenen C. jejuni- und C. coli-Isolaten an
steigende Konzentrationen PES

Hochste Konzentration PES,

_ MHK/MBK _
Isolat Spezies bei welcher Wachstum
fir PES? _
nachgewiesen werden konnte?

DSM 4688 C. jejuni 4/4 ppm 3,5 ppm
DSM 4689 C. coli 4/8 ppm 7 ppm

LH 37 C. jejuni 4/4 ppm 3,5 ppm

LH 49 C. coli 4/4 ppm 4 ppm

LH 73 C. jejuni 2/4 ppm 3,5 ppm

Werte aus Publikation 1, Supplementary Data Gbernommen
’n=3

Tabelle 2: Minimale Hemmkonzentrationswerte (MHK-Werte) von verschiedenen

C. jejuni- und C. coli-Isolaten nach Adaption in subletaler Konzentration an PES

Isolat Spezies MHK W1 MHK A? MHK 5xU% MHK Kryo*
DSM 4688  C. jejuni 4 18 —8 —8
DSM 4689 C. coli 4 18 8 | 4

LH 37 C. jejuni 4 18 14 —8

LH 49 C. coli 4 18 —8 —8

LH 52 C. coli 4 18 | 4 | 4

LH 70 C. jejuni 2 14 4 4

LH 73 C. jejuni 2 14 —4 —4

LH 86 C. jejuni 4 18 14 14

LH 87 C. coli 4 18 —8 —8

LH 92 C. coli 4 18 —8 —8

W= Wachstumskontrolle (nicht adaptierte Isolate)

2A= adaptierte Isolate nach 10-maligem Uberimpfen

35xU= adaptierte Isolate nach funfmaligem Uberimpfen auf Blutplatten ohne Wirkstoff
4Kryo= adaptierte Isolate nach Kryokonservierung

1= héher als MHK W; —= gleichbleibend zu MHK A; |= niedriger im Vergleich zu MHK A
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Abbildung 3: Vergleichende Wachstumskurven von adaptierten (A) und nicht

adaptierten Campylobacter-Isolaten (W)
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Wahrend Antibiotika selektiv auf bestimmte Stoffwechselprozesse der Bakterien
einwirken, haben die meisten Desinfektionsmittel eine unspezifische Wirkung.
Dennoch sind Resistenzen gegeniber manchen Wirkstoffen wie zum Beispiel
Quecksilbersalzen und Formaldehyd beschrieben (BODE 2001). Die oxidierende
Wirkung der PES macht es schwierig, Voraussagen zur Resistenzentwicklung bei der
Behandlung von Geflugelschlachtkérpern zu treffen. Es scheint sehr
unwahrscheinlich, dass die Verwendung von PES zu Resistenzen gegeniber dem
Wirkstoff selbst oder zur Resistenzentwicklung bei Antibiotika beitragt (EFSA 2014).
Nach Exposition in subletalen Konzentrationen ist es moglich, dass Bakterien hdhere
MHK-Werte erreichen (DAVIDSON et al. 2015), wie auch in der vorliegenden Studie
zu sehen. Dabei handelt es sich jedoch nicht um neu erworbene, intrinsische
Resistenzmechanismen, sondern vielmehr um eine Reaktion auf die
Umweltbedingungen, auch im Zusammenspiel mit schon vorhandenen genetisch
festgelegten Eigenschaften (EFSA 2014). ALONSO-HERNANDO et al. (2009)
ermittelten MHK-Werte fir PES von Listeria monocytogenes und S. enterica vor und
nach Adaption und konnten nur einen minimalen Anstieg feststellen. Bei AARNISALO
et al. (2007) entwickelte ein Stamm von Listeria monocytogenes einen zweifach
héheren MHK-Wert nach Adaption an PES. Beide Autoren kommen zu dem Schluss,
dass die Adaption und der geringfiigige Anstieg der MHK-Werte nicht oder nur von
geringer Relevanz sind. Die EFSA betont ebenfalls, dass es keine Beweise fir ein
erhohtes Risiko einer Resistenzentwicklung gegenuber PES in der Fleischindustrie
seit dem ersten Patent 1950 gibt. Die MHK-Werte in dieser Studie stiegen hochstens
um das Zweifache an und lagen damit weit unter den Ublich eingesetzten und
empfohlenen Dosen. Auch die Wachstumsversuche zeigten keine veranderte
Reproduktionsfahigkeit. Dennoch sollte darauf geachtet werden, die Keime keinen

subletalen Dosen auszusetzen, um eine sichere Wirkung zu gewahrleisten.

4.2. Sensorik

Bei der vorliegenden Studie wurden die sensorischen Eigenschaften des behandelten

Fleisches anhand des Aussehens und des Geruches bewertet, da diese zwei

28



Zusammenfassung der Ergebnisse und Ubergreifende Diskussion

Eigenschaften bereits bei rohem Geflugelfleisch beurteilt werden konnen. Das
Aussehen wurde hierbei dreifach gewichtet, da es das einzige Kriterium ist, dass der
Verbraucher durch eine geschlossene Verpackung beurteilen kann und daher eine
wesentliche Rolle bei der Kaufentscheidung spielt (FONT-I-FURNOLS u. GUERRERO
2014). In einer Studie von MACRITCHIE et al. (2014) fand die chemische Behandlung
von Geflugelfleisch als MaRnahme zur Reduktion von Campylobacter spp. bei einer
Verbraucherbefragung die geringste Zustimmung. Nach Bereitstellung von
Informationen Uber durch Campylobacter spp. verursachte Krankheiten beim
Menschen stieg die Akzeptanz zwar, trotzdem fanden weiterhin tUber 50% der
Probanden eine chemische Behandlung des Fleisches nicht akzeptabel
(MACRITCHIE 2014). Eine weitere Aufklarung Uber die Sicherheit der Malihahmen
und die Auswirkungen auf das Produkt konnte eventuell dabei helfen, die Akzeptanz
zu steigern. Ein wichtiger Punkt ist dabei, dass die Malinahmen nicht zu negativen
sensorischen Abweichungen der Fleischqualitat fihren. Nach der Sprihbehandlung
mit PES bzw. Wasser konnten wahrend der gesamten Lagerungsdauer keine
signifikanten Veranderungen im Aussehen und Geruch sowohl bei Hahnchen- als auch
Putenfleisch zwischen den Behandlungsgruppen festgestellt werden (Publikationen 1
und 2). Lediglich direkt nach der Behandlung konnte ein leichter Geruch nach
Essigsaure wahrgenommen werden, der jedoch an Tag 6 und 12 nicht mehr
detektierbar war. DEL RIO et al. (2007) und NAGEL et al. (2013) konnten ebenfalls
keine  sensorischen  Abweichungen nach einer  Dipbehandlung von
Hahnchenkarkassen mit 220 ppm bzw. Hahnchenschenkeln mit 1000 ppm PES
feststellen. Der Zusatz von 100 und 200 ppm PES ins Kiuhlwasser fihrte hingegen zu
einem schlechteren Geschmack der gekochten Brustfilets an Tag 1 (BAUERMEISTER
et al. 2008). Zu bertcksichtigen ist allerdings, dass bei dieser Studie Chlor als
Kontrollbehandlung benutzt wurde und eine im Vergleich zu den anderen Studien
langere Einwirkzeit von einer Stunde erfolgte. CHEN et al. (2014) behandelten
Hahnchenbrustfilets und —schenkel fir 23 s mit 700 ppm und 1000 ppm PES, die
anschlieBend zu Hackfleisch verarbeitet wurden. Wéahrend der Lagerungsdauer von 7
Tagen zeigten sich keine Unterschiede zu der mit Chlor behandelten Kontrolle. Bei
ZHANG et al. (2018) zeigte die Behandlung mit 2000 ppm PES schlechtere Werte flr
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die Textur, Saftigkeit und allgemeine Akzeptanz im Vergleich zu Chlor. Eine
Konzentration von 700 ppm PES fuhrte zu keiner Abweichung. Bei Behandlung von
Rindfleisch mit 120 ppm und 400 ppm PES traten ebenfalls keine sensorischen
Veréanderungen auf. Diese Beobachtungen stimmen mit der Aussage von SMULDERS
u. GREER (1998) duberein, dass der Einsatz von organischen Sauren als
Dekontaminationsmittel bei Karkassen in den lblichen Konzentrationen (1-3%) in der
Regel nicht zu schwerwiegenden sensorischen Veranderungen fihrt. Abhéngig von
den Behandlungskonditionen kann der Einsatz von Milchsdure und Essigsaure bei
Fleischteilstiicken jedoch zu irreversiblen Anderungen im Aussehen fiihren
(SMULDERS u. GREER 1998).

4.3. Mikrobiologie

4.3.1. Vorversuche

In Vorversuchen zur Ermittlung der optimalen Behandlungsparameter wurden drei
PES-Konzentrationen und zwei Spriihzeiten getestet. Dabei erwiesen sich 1200 und
2000 ppm PES als signifikant unterschiedlich zur Wasserkontrolle, wahrend 600 ppm
PES keine signifikant hohere Reduktion der Keimzahl von C. jejuni als Wasser erzielte.
Die hochste getestete Konzentration (2000 ppm PES) lieferte im Vergleich zu 1200
ppm PES keine besseren Ergebnisse, daher wurde letztere fur die weiteren Versuche
ausgewahlt. Dabei spielte die Vermutung eine Rolle, dass eine niedrigere
Konzentration auch zu weniger sensorischen Abweichungen fihren wirde. Die
langere Sprihzeit von 30 s wurde gewahlt, da sie tendenziell zu einer hdheren
Reduktion der Keimbelastung fuhrte, dieser Unterschied war jedoch nicht statistisch
signifikant (Publikation 1).

4.3.2. Aerobe mesophile Gesamtkeimzahl

Die GKZ wurde ausgewahlt, um den Effekt der PES auf Bakterien zu untersuchen, die
naturlicherweise auf der Haut vorkommen (anstatt durch kinstliche Inokulation). Bis
auf Tag 1 beim Hahnchenfleisch konnte an den Tagen 6 und 12 auf der Haut von
beiden Fleischsorten eine signifikante Reduktion (0,7-1,2 logio KbE/g) der GKZ durch
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die Behandlung mit PES festgestellt werden. Die Behandlung mit Wasser zeigte an
keinem Tag einen signifikanten Effekt (Publikationen 1 und 2). DEL RIO et al. (2007)
fuhrten eine Dipbehandlung mit 220 ppm PES fur 15 min durch und konnten die GKZ
auf Hahnchenhaut um durchschnittlich 0,5 logio KbE/g reduzieren. Signifikante
Reduktionen traten an den Tagen 1 und 5 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
und an den Tagen 1 und 3 im Vergleich zu einer Behandlung mit Wasser auf. Bei
BOLTON et al. (2014) zeigten sich &hnliche Ergebnisse bei eingesetzten
Konzentrationen von 100 und 200 ppm PES. Im Verlauf der Lagerung blieb der
reduzierende Effekt jedoch nicht erhalten. In einer anderen Studie wurden ganze
Hahnchenkarkassen nach der Eviszeration fur 15 min in 20 ppm PES getaucht
(STEININGER et al. 2018). Eine signifikante Abnahme der GKZ um etwa 1,0 logio
KbE/ml im Vergleich zur Wasserkontrolle erfolgte allerdings nur nach Zusatz des
Chlorstabilisators T-128. DUAN et al. (2017) verwendeten Natriumhypochlorit,
Chlordioxid und Milchséaure fir eine Sprihbehandlung und erreichten Reduktionen von
bis zu 0,83 logio KbE/cm2. Da in den genannten Studien entweder ein anderes
Applikationsverfahren oder andere Substanzen verwendet wurden, lassen sich die
Ergebnisse nicht direkt vergleichen. Niedrige Konzentrationen, dafur aber eine langere
Einwirkzeit im Dipverfahren, lieferten ahnliche Reduktionen wie eine hohe

Konzentration als Spray mit kurzer Behandlungszeit.

4.3.3. Campylobacter spp.

Die Hahnchen aller Durchgange, die in der vorliegenden Arbeit benutzt wurden, waren
Campylobacter spp.-negativ, ebenso wie die Puten aus den ersten zwei Durchgéangen.
Im letzten Durchgang wurden auf der Haut der Puten Keimzahlen zwischen 2.0 x 10!
und 1.7 x 10% KbE/g gefunden. Da die Schenkel aber mit einer sehr viel héheren
Konzentration (108) inokuliert wurden und die unbehandelten Kontrollen keinen
Unterschied der Keimzahlen im Vergleich zu den Campylobacter spp.-freien Puten
aufwiesen, wurde dieser Fakt als nicht relevant in Bezug auf die Resultate nach
Behandlung beurteilt. Die Behandlung mit PES erzielte an allen Tagen der Lagerung

eine signifikante Reduktion von C. jejuni um 1,1 logio KbE/g Haut bei den
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H&ahnchenschenkeln und 0,9-1,3 logio KbE/g Haut bei den Putenschenkeln. Auch die
Behandlung mit Wasser bedingte bis auf Tag 6 beim Putenfleisch um ca. 0,5 logio
KbE/g niedrigere C. jejuni-Gehalte. Aul3er an Tag 1 beim Hahnchenfleisch und Tag 6
beim Putenfleisch erreichte PES eine signifikant héhere Reduktion als die Behandlung
mit Wasser (Publikationen 1 und 2). Somit ware die Methode als MalRnahme zur
Verringerung der Belastung von Geflugelschlachtkdrpern mit Campylobacter spp.
geeignet, auch wenn noch héhere Reduktionen wiinschenswert waren. Die Effektivitat
der PES gegenuber Campylobacter spp. auf Gefligelfleisch ist abhéngig von
verschiedenen Faktoren, wie der eingesetzten Konzentration, der Einwirkzeit und dem
Applikationsverfahren. Wahrend es einige Studien Uber den Einsatz von PES auf
verschiedenen Hahnchenprodukten gibt, wurden bisher keine Daten fir Putenfleisch
veroffentlicht. PURNELL et al. (2013) erreichten mit einer niedrigeren Konzentration
von 400 ppm PES in einem automatischen Sprihkabinett ebenfalls eine Reduktion
von 1,2 logio KbE/g, diese war jedoch bei dem gewéhlten Signifikanzniveau von
P<0,01 nicht signifikant. In der Studie von BAUERMEISTER et al. (2008) konnte der
Zusatz von 200 ppm PES in den Kihlwassertank fir 1 h C. jejuni KbE um 1,5 logio-
Stufen im Vergleich zum Einsatz von Chlor reduzieren. NAGEL et al. (2013) und PARK
et al. (2017) setzten hohere Konzentrationen von 1000 und 1200 ppm PES als
Dipbehandlung ein und erzielten Reduktionen von 2,0 logio KbE/ml bzw. 2,6 logio
KbE/g. Bei ZHANG et al. (2018) wurden 700 ppm und 1000 ppm PES einem
Dekontaminationstank nach der Kihlung zugesetzt, was zu einer Reduktion um 1,5
logio-Stufen fuhrte. Generell scheint die Applikationsform als Dip effektiver zu sein als
eine SprUihbehandlung. SMITH et al. (2015) \verglichen diese beiden
Applikationsformen und stellten fest, dass der reduzierende Effekt von 200 ppm PES
als Dip signifikant hohere Reduktionen als das Spray lieferte. In einer weiteren Studie
hatte 200 ppm PES als Spray Uuberhaupt keinen Effekt auf den Gehalt an
Campylobacter spp. (MEREDITH et al. 2013). In hoheren Konzentrationen eingesetzt
hat PES als Spray jedoch durchaus das Potenzial C. jejuni auf Geflugelfleisch zu
reduzieren, wie in vorliegender Studie zu sehen. Zwar konnten bei dem
Spruhverfahren nicht so hohe Reduktionen wie beim Dipverfahren bei PARK et al.

(2017) erreicht werden, daflr konnte es aber leichter in die Produktion integriert
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werden, da es in Europa hauptsachlich Luftkiihlung auf den Schlachthéfen gibt
(JAMES et al. 2006). Aul3erdem kommt es beim Spruhverfahren zu einer geringeren
Exposition der Schlachtkdrper gegentber Residuen und sich moglicherweise
bildenden Beiprodukten (EFSA 2014). Eine noch hohere Konzentration von 2000 ppm
PES brachte keine hohere Reduktion. Méglichkeiten, die Keimreduktion zu verbessern
waren eventuell eine Verlangerung der Sprihzeit oder der Auftrag eines gréf3eren
Volumens der PES mit mehreren Disen. Auffallig bei dieser Studie war, dass die
Kontrollbehandlung mit Wasser zwar bei C. jejuni eine geringe Reduktion zeigte, bei
der GKZ jedoch kein Effekt feststellbar war. Dieser mechanische Abspluleffekt konnte
auch in anderen Studien beobachtet werden (NAGEL et al. 2013; CHEN et al. 2014,
ZHANG et al. 2018). Eine mogliche Erklarung dafir ware, dass die natirlich
vorkommenden Bakterien einen festeren Halt in und auf der Haut haben und daher
nicht so leicht heruntergespilt werden konnen wie kunstlich inokulierte Keime.
PURNELL et al. (2013) benutzten nattrlich mit Campylobacter spp. kontaminierte
Hahnchen und konnten eine Reduktion durch eine Sprihbehandlung mit Wasser um
0,4 logi0 KbE/g auf Halshaut zeigen, auf Brusthaut konnte hingegen keine signifikante

Reduktion nachgewiesen werden.

4.4. Physikochemische Parameter

4.4.1. Farbe

Die Farbe ist eine der wichtigsten Kaufkriterien bei frischem Fleisch (FONT-I-
FURNOLS u. GUERRERO 2014). Sie steht in Relation zu den verschiedenen Redox-
Formen des Proteins Myoglobin und wird beeinflusst durch verschiedene Faktoren wie
Genetik, Futterung und Haltung. Ebenso spielt die Verpackung und Lagerung nach
dem Schlachten eine Rolle (MANCINI u. HUNT 2005). Die Farbe von Haut und Muskel
der Brustfilets wurde nach der PES-Behandlung sowie in der Kontrollgruppe
gemessen. Es ergaben sich keine Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen
hinsichtlich der L*-, a*- und b*-Werte beim H&hnchenfleisch (Publikation 1), beim

Putenfleisch traten leichte Abweichungen auf. An Tag 1 wies die Haut der mit PES
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behandelten Brustfilets einen geringeren a*-Wert auf als die mit Wasser behandelten.
An Tag 12 hatten die indirekt mit Wasser behandelten Brustmuskeln einen héheren
L*-Wert im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Publikation 2). PES ist ein
Oxidationsmittel und daher kann ein bleichender Effekt auftreten (CHEN et al. 2014).
BAUERMEISTER et al. (2008) berichteten ebenfalls von niedrigeren Rotwerten als
auch niedrigeren Gelbwerten der Haut von Hahnchenkarkassen nach Zugabe von
PES zum Kihlwasser. An Tag 7 und 15 wies die Haut zuséatzlich eine hellere Farbe
auf. Diese Beobachtung konnte bestatigt werden durch CHEN et al. (2014). Sie
unterzogen Hahnchenkarkassen einer Dipbehandlung fur 23 s bei einer Konzentration
von 700 ppm und 1000 ppm PES und verarbeiteten sie anschlieRend zu Hackfleisch.
Dieses wies an allen Untersuchungstagen einen hoéheren L*-Wert sowie einen
niedrigeren a*-Wert an Tag 7 auf. Der b*-Wert an Tag 4 war hingegen erhoht.
Anzumerken bei dieser Studie ist jedoch, dass die Ergebnisse der PES-Behandlung
mit denen einer Chlorbehandlung verglichen wurden anstatt mit einer mit Wasser
behandelten oder unbehandelten Kontrollprobe. RAMIREZ-HERNANDEZ et al. (2018)
konnten aufl3er einem erhoéhten L*-Wert der Schenkelmuskulatur nach einer
Spruhbehandlung mit 400 ppm PES keine signifikanten Abweichungen bezuglich der
Farbe von Schenkelhaut und —muskulatur feststellen. Insgesamt wurden die
gefundenen Farbverdnderungen in allen Studien als gering und ohne wesentliche
Relevanz  eingestuft. Zusammenfassend kann man sagen, dass die
Farbverdnderungen beim Putenfleisch ebenfalls nur minimal waren und in der
Sensorik nicht wahrgenommen wurden, daher sollte es in dieser Hinsicht keine

Probleme bei der Verbraucherakzeptanz geben.

4.4.2. pHund LF

Der pH-Wert und die elektrische Leitfahigkeit (LF) sind bedeutende
Fleischqualitatsmerkmale. Beide kdnnen auch als indirekter Parameter fir die
Wasserhaltekapazitat des Fleisches angesehen werden (SAELIN et al. 2017). Je
hoher die LF und je niedriger der pH-Wert, desto schlechter ist die
Wasserhaltekapazitat (LEE et al. 2000), dadurch wird das Fleisch beim Garen trocken
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und zéh. Weder beim Hahnchenfleisch noch beim Putenfleisch konnten Unterschiede
bei den pH- und LF-Werten zwischen den Behandlungsgruppen festgestellt werden
(Publikationen 1 und 2). Als durchschnittlicher pH-Wert, 24 h nach der Schlachtung,
ergab sich bei den Hahnchenbrustfilets 5,8 und bei den Putenbrustfilets 5,7. Diese
Werte stimmen mit den in der Literatur angegebenen Werten fir Gefllgelfleisch
Uberein (VAN LAACK et al. 2000; JANISCH et al. 2011; BLACHA et al. 2013;
OKUSKHANOVA et al. 2017). Obwohl die PES-L6sung einen pH-Wert von etwa 3,0
aufwies, hatte die oberflachliche Applikation keinen Einfluss auf den pH-Wert in der
Tiefe der Muskulatur. DEL RIO et al. (2007) und PARK et al. (2017) kamen zu dem
gleichen Ergebnis. In beiden Studien unterschied sich der pH-Wert nach Behandlung
mit 220 ppm (DEL RIO et al. 2007), bzw. 1200 ppm PES (PARK et al. 2017) nicht von
der Wasserkontrolle oder der unbehandelten Kontrollgruppe. Im Gegensatz dazu
berichteten ELLEBRACHT et al. (2005) von niedrigeren pH-Werten bei Rindfleisch
nach einer Dip-Behandlung mit 200 ppm PES. Dieser Unterschied kdonnte durch die
unterschiedlichen Messmethoden erklart werden. In der Studie von ELLEBRACHT et
al. (2005) wurde der pH-Wert direkt auf der Oberflache gemessen, wo die Saure ihren
Haupteffekt hat, anstatt im Muskel. Andere Studien, die sich mit der Messung der LF
nach Anwendung von PES beschaftigt haben, konnten in der Literatur nicht gefunden
werden. Die gemessenen LF-Werte liegen aul3er beim Hahnchenfleisch an Tag 1 Gber
den Werten anderer Studien (DEUS et al. 2017; BLACHA et al. 2013; ZEIGER et al.
2017). Zum Zeitpunkt der Messungen waren diese Proben allerdings auch alter als 24
h post mortem. Mit dem Alterungsprozess nehmen Zellwandschaden zu und
Flussigkeit tritt aus, dadurch kommt es zu einer Erhéhung der LF (BYRNE et al. 2000).

45. Chemische Parameter

4.5.1. Myoglobin

Die Relation der verschiedenen Myoglobin-Redoxformen bestimmt zu einem grof3en
Teil die Fleischfarbe. So bedingt Deoxymyoglobin eine rot-violette Farbung und kommt
hauptsachlich in frischem Fleisch vor. Oxymyoglobin bedingt eine hellrote Farbung

wahrend Metmyoglobin dem Fleisch eine braune Farbe verleiht, die der Verbraucher
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oft mit mangelnder Frische assoziiert (MANCINI u. HUNT 2005). Lediglich an Tag 12
beim Hahnchenfleisch war der Oxymyoglobin-Gehalt der mit PES behandelten
Brustfilets im Vergleich zur Wasserkontrolle signifikant erhoht und der
Deoxymyoglobin-Gehalt daflr signifikant erniedrigt (Publikation 1). Dieser
geringfugige Effekt trat jedoch interessanterweise nur bei den indirekt behandelten
Proben auf und war nicht mit Anderungen der Farbmessungen assoziiert. Beim
Putenfleisch gab es keine signifikanten Effekte der PES-Behandlung an allen
Lagerungstagen (Publikation 2). Da PES oxidierende Eigenschaften besitzt, kbnnte
eine Behandlung des Fleisches mit der S&ure die Umwandlung in stabilere
Redoxformen durch den Prozess der Oxygenierung beschleunigen. Fraglich ist
jedoch, weshalb nur bei den indirekt behandelten Proben eine Veranderung zu
beobachten war. Da der Effekt nur am letzten Lagerungstag auftrat und es auch keine
Abweichungen in der Farbmessung der mit PES behandelten Muskeln gab, ist
anzunehmen, dass eine Sprihbehandlung mit PES keine bedeutenden Auswirkungen
auf den Gehalt an Myoglobin-Redoxformen bei Hahnchen- und Putenfleisch hat. In
einer Studie von MOHAN et al. (2012) wurde Rindfleisch fur 3 min mit 200 ppm PES
behandelt und anschliel3end zu Hackfleisch verarbeitet. Dieses wies einen niedrigeren
a*-Wert sowie einen erniedrigten Sattigungsindex auf. Das 650/580 Ratio zur
Schatzung des Gehalts an Oxymyoglobin ergab im Gegensatz dazu einen héheren

Zahlenwert (1=braun bis 5=helles rotviolett).

4.5.2. Antioxidative Kapazitat

Da PES oxidative Eigenschaften besitzt, war es interessant zu wissen, ob die
Behandlung einen Einfluss auf die antioxidative Kapazitdt des Fleisches hat. Die
antioxidative Kapazitat der Proben wurde nur von den entweder mit PES oder Wasser
direkt besprihten H&hnchenbrustfilets gemessen. Hierbei ergaben sich keine
Unterschiede zwischen den beiden Behandlungsgruppen (Publikation 1). Damit passt
das Ergebnis zu den anderen Fleischqualitatsuntersuchungen, denn auch dort gab es,
wenn uberhaupt, nur geringgradige Veré&nderungen. Studien zur antioxidativen

Kapazitdt von Fleisch nach Behandlung mit PES sind bisher nicht verdéffentlicht
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worden. Bei SILVEIRA et al. (2010) unterschied sich die antioxidative Kapazitat nach
Anwendung von PES auf Galia-Melonen nicht von Natriumhypochlorit, das als
Kontrolllosung verwendet wurde, war jedoch niedriger als nach der Behandlung mit
Ozon. In einer anderen Studie konnte am Ende der Lagerung von Karotten eine
Zunahme der antioxidativen Kapazitat nach Behandlung mit 80 ppm PES festgestellt
werden, wohingegen 250 ppm zu keiner Veranderung fihrte (VANDEKINDEREN et
al. 2009).

4.5.3. Biogene Amine

Der Gehalt an biogenen Aminen kann als Frischemarker bei Fleisch angesehen
werden (VINCI u. ANTONELLI 2002). Sie werden mittels mikrobieller Enzyme oder
Gewebeaktivitat wahrend des Alterungsprozesses durch Decarboxylierung von freien
Aminosauren gebildet (NTZIMANI et al. 2008). Es konnten nur vereinzelte Effekte der
Behandlungsart auf den Gehalt an biogenen Aminen gefunden werden. Beim
Hahnchenfleisch war bei den indirekt behandelten Proben an Tag 6 der Putrescin-
Gehalt der PES-Proben und der Spermidin-Gehalt sowohl der PES- als auch der
nativen Proben erhoht im Vergleich zur Wasserkontrolle (Tab. 3; Material und
Methoden wie in Publikation 2 flir Putenfleisch beschrieben). Beim Putenfleisch konnte
kein signifikanter Effekt der PES-Behandlung festgestellt werden, an Tag 12 konnte
stattdessen ein erhéhter Putrescin-Wert der nativen Brustfilets verglichen mit der
Wasserkontrolle bestimmt werden (Publikation 2). Auf Grund der hohen Sensitivitat
der Methode waren die Varianzen der Ergebnisse der vorliegenden Studie allerdings
relativ hoch, daher sollten diese vorsichtig betrachtet und nicht iberbewertet werden.
Im Kontrast dazu zeigte eine Studie, dass eine Behandlung mit organischen Sauren
einzelne Gehalte an BAs sowie den Gesamtgehalt an BAs auf Hahnchenfleisch
senken konnte (MIN et al. 2007). Ein Zusammenhang zwischen der Hohe der GKZ
und der Menge der BA konnte nicht gesehen werden. In der Literatur gibt es zu diesem
Thema kontroverse Studien. LAZARO et al. (2015) wiesen zum Beispiel eine positive
Korrelation zwischen Putrescin und Cadaverin sowie eine negative Korrelation

zwischen Tyramin, Spermin und Spermidin und der GKZ nach. Die Ho6he der
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Korrelation war allerdings von der verwendeten Gefligelart und der Haltungsform

abhangig. ROKKA et al. (2004) zeigten dagegen eine positive Korrelation zwischen

Tyramin und der aeroben mesophilen GKZ und kamen zu dem Schluss, dass Tyramin,

Putrescin und Cadaverin geeignete Indikatoren fir die mikrobielle Qualitat seien.

Tabelle 3: Mittelwerte (x Standardabweichungen) des Gehalts an biogenen

Aminen in Hahnchenbrustfilets nach Behandlung mit 1200 ppm PES oder

sterilem, destilliertem Wasser

Spermin Putrescin Cadaverin Histamin Spermidin
Tag Behandlung
(Mg/9) (Mg/9) (g/g) (g/9) (g/9)
direkt? 449+50 36+14 0,303 51+0,6 14,8+3,7
Kontrolle!
indirekt® 48,6 +12,7 2,3+02 0,4+04 52+11 121+1/4
direkt 46,2+16,0 3,3+1,2 0,2+0,3 48+15 155+5/1
1 Wasser
indirekt 40,7 +10,6 24+05 0,6+0,5 47+14 168+55
PES direkt 50,7+169 29+16 05+04 47+19 153+6,8
indirekt 495+143 23+14 0,4+04 40+19 146+21
direkt 357+49 38+15 0,2+0,1 45+09 159+3,8
Kontrolle
indirekt 32,4+58 30+1,1% 0,5+0,4 38+08 16,6 +2,32
direkt 347+6,3 29+09 0,6+0,5 41+09 16,7+5,6
6 Wasser
indirekt 37,2+65 21+03" 0,5+0,5 44+10 126+1,9°
PES direkt 45,1+16,0 45+16 05+0,5 46+09 19,0+5,3
indirekt 36,4+59 3,7+15% 05+04 46+0,8 17,8+ 2,72
direkt 347+48 22+05 0,704 42+06 153+3,3
Kontrolle
indirekt 344+46 24+0,3 0,7+0,5 44+08 128+1,6
direkt 340+54 3,1+08 0,8+0,6 40+14 169+4,6
12 Wasser
indirekt 30,5+54 29+04 0,6+0,6 40+04 145+34
PES direkt 351+78 35+18 05+05 45+09 16,0+5,7
indirekt 32,4+20 24+08 0,6+0,6 40+03 149+3,3

lals Kontrolle dienten native, unbehandelte Brustfilets
2direkt= Muskel direkt bespriiht
Sindirekt: Haut bespriiht und Muskel darunter gemessen
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4.6. Vergleich der Wirksamkeit von PES in vitro und auf dem

Fleisch

Vergleicht man die MHK/MBK-Werte der Campylobacter-Isolate fiur PES mit der
Wirksamkeit der PES-Sprihbehandlung auf dem Fleisch, wird deutlich, dass die Saure
in vitro bei geringen Konzentrationen sehr gut wirksam ist, jedoch auf der Gefligelhaut
trotz hoch angesetzter Konzentration keine vollstandige Elimination der inokulierten
Keime erreicht. Dies mag durch den Einfluss der Matrix bedingt sein, da die Haut von
Geflligel sehr viel Fett und Proteine enthalt. Zwar wird PES nicht so stark durch
organisches Material beeinflusst wie zum Beispiel Chlor (TONG THI et al. 2015),
trotzdem wird durch das Fremdmaterial Wirkstoff verbraucht. Aul3erdem besitzt PES
einen moderat ausgepragten Eiweil3fehler, der ebenfalls zu einem Wirkverlust fihren
kann (MUCKE 1970). BRINEZ et al. (2006) testeten in einem Abtétungsversuch die
Wirkung von PES in Kombination mit Wasserstoffperoxid. Dazu wurden verschiedene
interferierende Substanzen wie Milch, Orangensaft und Ei gegeben. Ei, welches
ebenfalls viel Protein und Fett besitzt, hatte dabei in den meisten Fallen die grofdte
interferierende Kapazitat, Orangensatft hingegen die niedrigste. Zum anderen sind die
Bakterien durch die Struktur der Haut geschuitzt, indem sie beispielsweise in den
Federfollikeln sitzen, wo sie durch die antimikrobielle Substanz nicht erreicht werden
konnen (TAMBLYN u. CONNER 1997). Dies konnte in einer Studie von LILLARD
(1993) bestatigt werden, in welcher gezeigt wurde, dass eine Ultraschallbehandlung
Salmonellen auf Hahnchenhaut empfindlicher fir eine gleichzeitige Chlorbehandlung

macht.
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. Schlussfolgerungen

Peroxyessigsaure besitzt in vitro eine sehr gute und schnelle bakterizide

Wirkung auf C. jejuni und C. coli.

Adaptionen von C. jejuni und C. coli an erhéhte Konzentrationen PES treten in
vitro nicht, bzw. nur geringgradig auf, damit kann die Gefahr einer

Resistenzentwicklung als sehr gering eingestuft werden.

Die Anwendung als Spray fuhrt auf Hahnchen- und Putenhaut zu einer
Reduktion von C. jejuni sowie der GKZ um ca. 1,0 logio KbE/g Haut. Der Effekt
bleibt auch wéhrend der Lagerung bis Tag 12 bei 4 °C erhalten.

Eine Kontrollbehandlung mit Wasser fiihrt durch einen mechanischen
Absplleffekt zu einer 0,5 logio-Reduktion von C. jejuni, wahrend dieser Einfluss

bei der GKZ nicht nachzuweisen war.

Die sensorischen Eigenschaften Aussehen und Geruch werden durch die

Behandlung mit PES nicht signifikant beeinflusst.

Die Behandlung mit 1200 ppm PES ruft lediglich vereinzelte und geringfligige

Unterschiede der Farbe bei Putenhaut hervor.

Beziglich der pH-Werte und der elektrischen Leitfahigkeit zeigen sich nach der

Behandlung mit PES keine Abweichungen.

Die Behandlung mit PES ruft nur an einzelnen Tagen bei Hahnchenfleisch
geringe Abweichungen bei den chemischen Parametern Myoglobin und Gehalt

an biogenen Aminen hervor.

Peroxyessigsaure ist geeignet zur Anwendung auf Hahnchen- und
Putenschlachtkdrpern zur Reduktion von Campylobacter spp. und der GKZ,
ohne dabei nachteilige Effekte auf die Sensorik und Fleischqualitat

aufzuweisen.
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6. Zusammenfassung

Rilana Bertram

Verbesserung des Hygienestatus und der Haltbarkeit von Geflugelfleisch durch

Einsatz von Peroxyessigsaure zur Reduktion von Campylobacter spp.

Die Zahl der durch Campylobacter spp. ausgeldsten Erkrankungen ist in den letzten
Jahren fast unverandert hoch geblieben. Uber 240.000 Campylobacteriose-Falle
werden innerhalb der EU jahrlich gemeldet. Eine grof3e Rolle bei der Infektion spielt
dabei kontaminiertes Geflugelfleisch. Durch den Verzehr von nicht ausreichend
erhitztem Fleisch oder durch Kreuzkontaminationen kann der Erreger auf den
Menschen (Ubertragen werden. Es existieren zahlreiche Anséatze, um die
Keimbelastung auf Geflugelfleisch zu reduzieren, eine Mdglichkeit davon ist die
Behandlung der Schlachtkdrper mit antimikrobiellen Substanzen.

Ziel dieser Studie war es, geeignete Parameter fur eine Sprihbehandlung mit
Peroxyessigsaure (PES) zur Reduktion von Campylobacter spp. auf Hahnchen- und
Putenschlachtkérpern zu finden und diese nach der Behandlung hinsichtlich ihres
mikrobiologischen und sensorischen Status zu untersuchen.

Um die Wirksamkeit von PES gegen Campylobacter spp. zu untersuchen, wurden
zunachst In-vitro-Versuche durchgefihrt. Die minimale Hemmkonzentration (MHK)
und minimale bakterizide Konzentration (MBK) wurde von 25 Campylobacter (C.)
jejuni- und C. coli-Isolaten bestimmt, mit dem Referenzstamm C. jejuni DSM 4688
wurde aul3erdem eine Absterbekinetik durchgefuhrt. Weiterhin wurden die MHK-Werte
sowie das Wachstum von einigen Isolaten nach Adaption in subletaler Konzentration
PES untersucht. In Vorversuchen wurden drei verschiedene Konzentrationen (600,
1200, 2000 ppm) an PES und zwei Sprihzeiten (10 s, 30 s) an Hahnchenschenkeln
getestet. Fur die Hauptversuche wurden Hahnchen- und Putenschlachtkérper vom
Schlachthof beschafft und in Brustfilets mit Haut und Schenkel mit Haut zerlegt. Die
Brustfilets wurden nativ belassen, wahrend die Schenkel auf der Haut mit C. jejuni
DSM 4688 inokuliert wurden. Sowohl Brustfilets als auch Schenkel wurden fiir 30 s mit
PES (1200 ppm) oder sterilem, destilliertem Wasser als Kontrolle bespriht und

anschlieRend unter modifizierter Atmosphare verpackt. Unbehandelte Brustfilets sowie
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inokulierte aber unbehandelte Schenkel dienten als zusatzliche Positivkontrolle. Die
Proben an Tag 1 wurden direkt nach dem Verpacken untersucht, die Proben fur Tag 6
und 12 bei 4 °C bis zur Analyse gelagert. Die Haut der Schenkel wurde auf den Gehalt
an Campylobacter spp. untersucht, die Haut der Brustfilets diente hingegen zur
Bestimmung der aeroben mesophilen Gesamtkeimzahl (GKZ). Die Brustfilets wurden
zusatzlich sensorisch untersucht, sowie die Farbe von Haut und Muskel erfasst.
AulRerdem wurden der pH-Wert und die elektrische Leitfahigkeit des Fleisches
gemessen. Proben fir die Messungen der Myoglobingehalte, der antioxidativen
Kapazitat und des Gehalts an biogenen Aminen wurden genommen und eingefroren
fur die spatere Analyse.

Es ergaben sich MHK-Werte der Campylobacter-Isolate zwischen 2 und 8 ppm PES,
die MBK-Werte waren entweder gleich der MHK oder eine Verdinnungsstufe hoher.
Nur bei einem Isolat war die MBK viermal so hoch wie die MHK. Eine Konzentration
von 4 ppm PES fiuhrte innerhalb von zwei Stunden zur Reduktion von C. jejuni DSM
4688 unterhalb der Nachweisgrenze. Bei 8 ppm PES waren nach einer Stunde bereits
keine Campylobacter spp. KbE mehr nachweisbar. Die Halfte der MHK (2 ppm PES)
reduzierte C. jejuni anfanglich ebenfalls sehr stark, nach 24 h war jedoch ein fast
ebenso hoher Anstieg der KbE im Vergleich mit der Wachstumskontrolle zu
verzeichnen. Alle getesteten Campylobacter-Isolate wiesen nach erfolgter Adaption
doppelt so hohe MHK-Werte auf, die Wachstumskurven der adaptierten und der nicht
behandelten Kontrollisolate zeigten keinen eindeutigen Unterschied. Die
Konzentration 1200 ppm PES und eine Spriihzeit von 30 s erwiesen sich als am
geeignetsten in den Vorversuchen, daher wurden diese Parameter in den
Hauptversuchen eingesetzt. Die Behandlung mit PES erzielte bei Hahnchen- und
Putenfleisch @hnliche Ergebnisse. C. jejuni konnte bis zu 1,3 logio KbE/g reduziert
werden, bei der GKZ zeigte sich eine Senkung um bis zu 1,2 logio KbE/g. Wasser hatte
bei beiden Fleischsorten in Bezug auf die GKZ keine Wirkung, bei C. jejuni zeigte sich
jedoch ein mechanischer Abspuleffekt durch das Wasser um etwa 0,5 log10 KbE/g.
Sensorisch sowie beztiglich des pH-Werts und der elektrischen Leitfahigkeit waren bei
beiden Fleischarten keine Abweichungen zu erfassen. Beim Hahnchenfleisch gab es

keine Unterschiede der Farbe zwischen den Behandlungsgruppen, beim Putenfleisch
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wies die Haut der mit PES behandelten Brustfilets an Tag 1 einen geringeren Rotwert
auf als die mit Wasser behandelten. Bei den chemischen Analysen gab es geringe
Unterschiede des Gehalts an Myoglobinredoxformen an Tag 12 beim
Hahnchenfleisch, das Putenfleisch wies hingegen keine Veranderungen auf. Die
antioxidative Kapazitat, die nur bei den direkt mit PES oder Wasser behandelten
Hahnchenbrustfilets gemessen wurde, war nicht signifikant verschieden. Die
Behandlung mit PES fihrte zu einem geringfiigig héheren Gehalt an Putrescin und
Spermidin der Hahnchenproben an Tag 6 im Vergleich zur Wasserkontrolle.

Zusammengefasst waren die gefundenen Abweichungen gering und nicht als
nachteilig fur die Produktqualitat zu beurteilen. Damit stellt sich der Einsatz von PES
als gute Mdoglichkeit dar, um Campylobacter spp. sowie die GKZ auf
Geflugelschlachtkorpern zu reduzieren. Weitere Studien mit nattrlich kontaminierten
Geflugelschlachtkorpern wéaren notwendig, um zu Uberprufen, wie der Effekt einer
Spruhbehandlung mit PES auf Campylobacter spp. ist, die nicht kiinstlich aufgetragen

wurden.
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7. Summary

Rilana Bertram

Improvement of the hygiene status and shelf-life of poultry meat by use of

peracetic acid to reduce Campylobacter spp.

The number of infections caused by Campylobacter spp. remained almost consistently
high in the past few years. Over 240,000 cases of campylobacteriosis are reported
annually in the EU. Contaminated poultry meat plays an important role in the spread
of infection. Through consumption of insufficiently heated meat or through cross-
contamination, the pathogen can be transmitted to humans. Numerous approaches
exist to reduce the bacterial load on poultry meat, one option is a treatment of the
carcasses with antimicrobial substances.

The aim of this study was to find suitable parameters for a spraying treatment with
peracetic acid (PAA) to reduce Campylobacter spp. on chicken and turkey carcasses,
and to evaluate their microbial and sensory status after treatment.

Initially, to examine the efficacy of PAA against Campylobacter spp., in-vitro-
experiments were performed. Minimal inhibitory concentrations (MIC) and minimal
bactericidal concentrations (MBC) of 25 Campylobacter (C.) jejuni and C. coli isolates
were determined, the reference strain C. jejuni DSM 4688 was also used for a time-Kkill
test. Furthermore, the MIC values and growth of some isolates after adaptation in a
sublethal concentration of PAA were investigated. In a preliminary test, three different
concentrations (600, 1200, 2000 ppm) of PAA and two spraying times (10 s, 30 s) were
tested with chicken drumsticks. For the main experiments, chicken and turkey
carcasses were obtained from a slaughterhouse and dissected into breast fillets with
skin and drumsticks with skin. The breast fillets were left native, while the drumsticks
were inoculated on the skin with C. jejuni DSM 4688. Both breast fillets and drumsticks
were sprayed for 30 s with either PAA (1200 ppm) or sterile, distilled water and
subsequently packaged under modified atmosphere. Untreated breast fillets and
inoculated but untreated drumsticks served as additional positive control. The samples
for day 1 were examined directly after packaging, the samples for days 6 and 12 stored

at 4 °C until analysis. The skin of the drumsticks was analyzed for Campylobacter spp.,
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whereas the skin of the breast fillets was used for determination of the total viable
count (TVC). Additional, the sensory characteristics as well as color of the skin and
muscle were evaluated. Furthermore, pH-values and electrical conductivity of the meat
were measured. Samples for the measurements of myoglobin content, antioxidant
activity and biogenic amines were taken and frozen for later analysis.

The in-vitro-tests yielded MICs between 2 and 8 ppm PAA, the MBC-values were either
the same as the MIC or one dilution step higher. Only one isolate had a MBC fourfold
higher than the MIC. A concentration of 4 ppm PAA led to a reduction of C. jejuni DSM
4688 under the detection limit within 2 h. At a concentration of 8 ppm PAA no
Campylobacter spp. were detectable after 1 h. Half the MIC (2 ppm PAA) also led to
an initial reduction of C. jejuni but after 24 h an almost identical increase compared to
the growth control could be seen. All of the tested Campylobacter isolates had MIC
values twice as high after adaptation, the growth curves did not show any clear
differences. A concentration of 1200 ppm PAA and a spraying time of 30 s proved to
be the most appropriate in the preliminary test, hence they were used in the main
experiments. The treatment with PAA produced similar results with chicken and turkey
meat. C. jejuni was reduced up to 1.3 logio cfu/g, TVCs were decreased up to 1.2 logio
cfu/g. Water showed no effect regarding the TVC on both meat types, whereas with C.
jejuni, a mechanical washing effect up to 0.5 logio cfu/g could be seen. No deviations
concerning sensory, pH-values and electrical conductivity could be reported for both
types of meat. Chicken meat showed no deviations in color, PAA treated turkey meat
showed lower redness on day 1 compared with the water treated samples. The
chemical analyses revealed slight differences in myoglobin content of the chicken meat
on day 12, whereas turkey meat showed no changes. The antioxidant activity, which
was only measured for the samples directly treated with water or PAA, was not
significantly different. Treatment with PAA led to a higher putrescine and spermidine
content of the chicken meat in comparison to the water control.

Summing up, the detected differences were small and do not negatively affect product
guality. Therefore, application of PAA is a good possibility to reduce Campylobacter

spp. as well as TVCs on poultry carcasses. Further studies with naturally contaminated
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carcasses are necessary to examine the effect of a spray treatment with PAA on
Campylobacter spp. which are not artificially applied.
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9. Anhang

9.1. Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Bildungsreaktion von Peroxyessigsaure (PES) (Schreiner 2008)......... 14

Abbildung 2: Vergleich der Wirkung von Wasserstoffperoxid (WPO) und
Peroxyessigsaure (hier als Acetylhydroperoxid (AHP) bezeichnet) auf Bakterienzellen
(SCNIEINEI 2008)... i e e 16

Abbildung 3: Vergleichende Wachstumskurven von adaptierten (A) und nicht

adaptierten Campylobacter-Isolaten (W).........ccoieiiiiiii e 27

9.2. Tabellenverzeichnis
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KONzZentrationNen PES . ..o e 26

Tabelle 2: Minimale Hemmkonzentrationswerte (MHK-Werte) von verschiedenen

C. jejuni- und C. coli-Isolaten nach Adaption in subletaler Konzentration an

Tabelle 3: Mittelwerte (+ Standardabweichungen) des Gehalts an biogenen Aminen in
Hahnchenbrustfilets nach Behandlung mit 1200 ppm PES oder sterilem, destilliertem
LT TS 38

9.3. Zuséatzliche Methoden, die nicht in den Publikationen

beschrieben sind

9.3.1. Adaption an PES mit steigenden Konzentrationen des Wirkstoffs

Um zu testen, ob sich Campylobacter an PES adaptieren lassen, wurden funf Isolate

in drei unabh&ngigen Versuchsansatzen getestet. Hierflr wurden fir jedes Isolat 9,4
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ml Mueller-Hinton Il Bouillon (MHB) (Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD,
USA), 0,5 ml fotales Kélberserum (FKS) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland) und 0,1 ml mit sterilem, destilliertem Wasser verdinnte PES Ldésung
(Grussing GmbH, Filsum, Deutschland) in ein Reagenzglas gegeben, sodass eine
Konzentration erreicht wurde, die dem halben MHK-Wert des jeweiligen Isolates
entspricht (1 ppm bzw. 2 ppm PES). Von einer Blutagarplatte (Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, Deutschland) wurden mehrere Kolonien mit einer Impfose
abgenommen, zum Medium dazu gegeben und mit einem Vortexschuttler (Vortex
Genius 3, IKA-Werke GmbH & CO. KG, Staufen, Deutschland) durchmischt. Nach 24-
48 h Bebritung bei 41,5°C in mikroaerophiler Atmosphéare (5% Oz, 10% CO2, 85% N3)
(BBD 6220 CO2 Incubator, Thermo Electron LED GmbH, Langenselbold,
Deutschland), wenn die Trubung der Bouillon Wachstum anzeigte, wurden jeweils 0,1
ml der Suspension in ein frisches Réhrchen mit 9,3 ml MHB, 0,5 ml FKS und 0,1 ml
verdinnter PES Loésung Uberfihrt. Dieser Schritt wurde mit steigenden
Konzentrationen an PES (in 0,5er ppm Schritten) so lange wiederholt, bis kein
Wachstum nach Inkubation mehr feststellbar war. Wachstum und eventuelle
Kontaminationen wurden Uberprift, indem 1 ml aus den Rdhrchen entnommen und
eine Verdunnungsreihe angelegt wurde. Jeweils 0,1 ml der entsprechenden
Verdinnungsstufen wurden auf Blutagarplatten (Carl Roth GmbH & Co. KG) und
CCDA-Platten (Oxoid, Wesel, Deutschland) ausgespatelt, inkubiert wie oben

beschrieben und nach 48 h ausgezahlt.

9.3.2. MHK und Wachstumskurven nach mehrmaligem Uberimpfen in
subletaler Konzentration an PES

Um festzustellen, ob sich Verdnderungen der MHK-Werte nach Kultivierung der Isolate

mit subinhibitorischen Konzentationen ergeben, wurden zehn Isolate in subletalen

Konzentrationen (1/2 MHK-Wert) PES Uberimpft. Dazu wurde vorgegangen, wie bei

der Adaption beschrieben, statt steigender Konzentrationen wurden die Isolate

zehnmal bei gleichbleibender PES- Konzentration (halber MHK-Wert) Gberimpft. 24 h

nach dem letzten Uberimpfen wurde eine Verdinnungsreihe angelegt, ein Volumen
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von 0,1 ml auf Blutplatten (Carl Roth GmbH & Co. KG) ausgespatelt und 24 h bebrutet.
Direkt im Anschluss als auch nach fiinfmaligem Uberimpfen auf Blutplatten (Carl Roth
GmbH & Co. KG) und nach Kryokonservierung bei -80 °C fur 14 Tage wurden die
MHK-Werte der Isolate bestimmt. Mit sechs Isolaten wurden zusatzlich
Wachstumsversuche durchgefihrt. Hierzu wurden mittels Densitometer (Densimat,
BioMérieux Marcy-I'Etoile, Frankreich) Bakteriensuspensionen der adaptierten Isolate
und der unbehandelten Isolate als Kontrollen mit einem McFarland Standard von 0,5
hergestellt, 0,1 ml davon zu 9,9 ml MHB inkl. 5% FKS in ein Reagenzglas gegeben
und bei 41,5 °C mikroaerophil inkubiert. Nach 0, 4, 8, 12, 24, 30, 36 und 48 h wurde
jeweils 0,5 ml entnommen, eine Verdinnungsreihe angelegt, 0,1 ml davon auf
Blutplatten (Carl Roth GmbH & Co. KG) ausgespatelt und diese nach 48 h Bebritung
ausgezahlt.
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