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1. Einleitung und Fragestellung

Unserer evolutiondren Geschichte zufolge galt der Mensch vorerst nur als Sammler, der sich
von unterschiedlichsten Pflanzen erndhrte. Vor circa 1,5 Millionen Jahren begann der
Fleischkonsum sich zu etablieren. Da aus dieser Zeit keine Funde von zur Jagd auf Tiere
geeigneten Waffen vorliegen und es auch sonst keine Hinweise darauf gibt, wird vermutet,
dass sich die damalige Bevolkerung vorerst auf die Suche nach Kadavern von Tieren, welche
von grofleren Fleischfressern gerissen worden waren, begeben hat. Voraussetzung dafiir war
jedoch, dass nicht ein anderer Aasfresser, wie bestimmte Vogel, oder ein Allesfresser ihnen
zuvorgekommen war. Mit dem Anbeginn der aktiven Bejagung von Tieren dndert sich das
Leben der Menschen gravierend. Die Verwendung des Feuers schuf neue Moglichkeiten der
Verarbeitung, Zubereitung und Konservierung des Fleisches und der Fleischverzehr stieg an.
Eine Studie kam zu der Erkenntnis, dass die humane Intelligenz nicht nur durch die liber den
Fleischverzehr verbesserte Nahrstoffversorgung, sondern auch durch die kognitive Fahigkeit

das Fleisch sinnvoll zu teilen, geprigt wurde (Smil 2002).

Die Art der Fleischgewinnung sowie die Riickverfolgbarkeit der Herkunft eines Stiick
Fleisches ist in der heutigen Gesellschaft ein Wunsch vieler Konsumenten. Qualitét vor
Quantitét lautet die Devise, was viele Menschen dazu bewegt, weniger Fleisch zu verzehren
und Fleisch zu bevorzugen, das auf eine umweltfreundlichere sowie tierschonende Methode

der Fleischproduktion gewonnen wird (Hoogland et al. 2005).

Gesunde und sichere Produkte zdhlen immer hdufiger zu den Priorititen der
Konsumgesellschaft, weshalb die Nachfrage nach diesen Lebensmitteln steigt.
Voraussetzungen wie ein hoher Nahrwert, Frische, Zartheit sowie Geschmack werden immer
wichtiger. Durch den Wunsch nach einem gesunden und ausgeglichenen Lifestyle legen
Konsumenten deutlich mehr Wert auf die Herkunft und Qualitét ihrer Lebensmittel. Jiingere
Generationen nehmen mehr sogenanntes ,,weilles Fleisch* wie Gefliigel- und Schweinefleisch
zu sich als ,,rotes Fleisch. Auch beim Geschlechtervergleich gibt es Unterschiede, da Frauen

weniger Rindfleisch und Wild verzehren (Hoffman und Wiklund 2006).



Obwohl das Wildbret hinsichtlich der didtologischen Aspekte durchaus viel Zuspruch
bekommt, zihlt es in Osterreich eher zu den weniger genutzten Proteinquellen. Der
durchschnittliche Konsum von Wildfleisch als Lebensmittel liegt laut zwei unterschiedlichen
Literaturangaben bei 0,5 kg pro Person (Paulsen 2007) beziehungsweise 0,7 kg pro Jahr
(Valencak und Gamsjéger 2014). Durch den hohen Proteinanteil und den geringen Fettanteil
gilt Wildfleisch als besonders gesundes Nahrungsmittel. Bei den Wildwiederkéduern ist durch
die herbivore Erndhrung der Anteil an mehrfach ungeséttigten Fettsduren, sowie auch an
Omega3-Fettsduren, im Wildfleisch hoch, was das Interesse einiger Konsumenten fordert.
Auch der Wert an Spurenelementen, wie Eisen, Zink und Selen ist hoher als in manch anderen
Fleischsorten. Durch das Ubertragungsrisiko mancher Zoonosen und Krankheiten, ist es
jedoch zu empfehlen, Wildfleisch vor dem Verzehr vollstindig durchzugaren und nicht

,zartrosa® zu verzehren (Paulsen 2007).

Das Reh als sogenanntes Schalenwild (= Wildhuftier) ist eine der am hdufigsten
vorkommenden jagdbaren Wildtierarten Osterreichs. Es ist in allen neun Bundeslindern
beheimatet und auch nach den Landesgesetzen bejagbar. Auf Grund der gesetzlich
festgelegten Schusszeiten ist frisches Wildfleisch von Rehen ab April bis Ende Dezember am
Markt verfiigbar. Im Jagdjahr 2019/2020 wurden in ganz Osterreich gesamt knapp 278.000
Tiere erlegt (Tab. 1; Statistik Austria 2021).

Tab.1 Anzahl der im Jagdjahr 2019/2020 in Osterreich erlegten Rehe, nach Bundesléndern
(Statistik Austria 2021)

Bundesland Erlegte Tiere, n =
Burgenland 15.594
Kérnten 22.705
Niederdsterreich 77.607
Oberosterreich 78.384
Salzburg 13.548
Steiermark 50.204
Tirol 14.569
Vorarlberg 5.330

Wien 371



1.1 Das Fell als Quelle von Mikroorganismen
Sobald Tiere auf einem Schlachtbetrieb ankommen, werden sie innerhalb von 24 Stunden

nach Ankunft einer Schlachttieruntersuchung unterzogen. Hierbei wird ebenfalls tiberpriift, in
welchem Zustand die Korperoberfliche, sowie das Haarkleid des Rindes ist. Es muss
sichergestellt werden, dass das Risiko einer Kontamination des Fleisches durch ein
unsauberes AuBeres groBtenteils reduziert ist (Durchfiihrungsverordnung (EU) 2019/627 der

Kommission).

Bei der heutigen Methode des Entweidens bei geschlachteten Rindern ist eine Ubertragung
von Mikroorganismen des Gastrointestinaltraktes auf das Muskelfleisch eher selten, jedoch
besteht weiterhin die Moglichkeit der Verschmutzung von Fleischoberflichen beim
Enthduten. Beim Enthéduten des Rindes werden zuerst Schnitte ventral in der Mittellinie und
entlang der Extremitéten gesetzt, also in Bereichen, die bei Schlachtrindern hiufig sichtbar

verschmutzt sind (Karhan et al. 2020).

Die Qualitit des Fleisches in Bezug auf den Kontaminationsgrad mit unterschiedlichen
Keimen ist daher auch davon abhédngig, wie sehr das Haarkleid sowie die Haut des
Schlachttieres verschmutzt sind. Bei einem sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch
kontaminiertem Fell ldsst sich daraus schlieen, dass im Zuge dessen auch das Fleisch
mitbetroffen ist, weswegen die Sauberkeit des Tieres eine wichtige Rolle spielt. Beim
Enthduten konnen sowohl pathogene Stamme wie auch verderbserregende Bakterien, wie zum
Beispiel Escherichia coli, vom Fell auf das Endprodukt, ndmlich das Fleisch, libertragen

werden (Blagojevic et al. 2005).

1.2 Hygienische Relevanz des Enthautens beim Wildwiederkiuer
Bei den Wildwiederkduern kann nach der Haltungsform das ,,frei lebende Wild“ (VO (EG)

Nr. 853/2004) vom ,,Farmwild* unterschieden werden. Die Farmwildhaltung ist eine Form
der landwirtschaftlichen Tierhaltung, bei der die Schlachtung weitgehend wie beim Rind
erfolgt. Bei der Betdubung und Entblutung kdnnen sich etwas abweichende Arbeitsablaufe
ergeben (BMASGK 2013), es erfolgt aber immer der Hautabzug vor dem Eviscerieren. Im
Gegensatz dazu erfolgt bei Wildhuftieren, die nach EU-Recht (VO (EG) Nr. 853/2004) in



Verkehr gebracht werden, zuerst die Evisceration und der Tierkorper wird bis zur
Wildbearbeitungsbetrieb erfolgenden Zerlegung ,,in der Decke* gelagert. Zwischen der
Erstversorgung (Evisceration) und dem Wildbearbeitungsbetrieb sind noch 1 oder 2
Kiihlraume zwischengeschaltet (Paulsen et al. 2015), was zusammen mit den ndtigen
Transporten zu Anderungen der Umgebungstemperatur und der Luftfeuchtigkeit fithren kann,
und damit zur Kondensation der Luftfeuchtigkeit am Fell. Das Gebot der Entfernung der
Haut, ohne dass das darunterliegende Fleisch verschmutzt wird, findet sich fiir die
zugelassenen Wildbearbeitungsbetriebe explizit in der VO (EG) Nr. 853/2004, fiir
,Direktvermarkter bzw. Lebensmitteleinzelhdndler wird dies implizit in den entsprechenden

Verordnungen gefordert (BGBI. II, Nr.108/2006; BGBI. 11, Nr.92/2006).

Auch das z.T. iibliche ,,Auswaschen* oder Abwaschen der ausgeweideten, aber noch nicht
enthduteten Tierkorper (Mirceta et al. 2017) kann Feuchtigkeit auf das Fell bringen. Da
Wasser essentiell fiir die Vermehrung von Mikroorganismen ist (Bauer und Smulders 2015),

fordern feuchte Tierkorperoberflichen das Bakterienwachstum.

Bei der Herrichtung von Tierkorpern fiir den privaten, hduslichen Gebrauch ist in manchen

Regionen auch die Abfolge Enthduten — Ausweiden iiblich (Laaksonen und Paulsen 2015).

1.3 Aufbau des Winterhaarkleids bei Rehen
Das Reh (Capreolus capreolus) zahlt zu den kleinsten Hirschartigen in Europa und ist durch

seine Anpassungsfahigkeit in den unterschiedlichsten Lebensrdumen beheimatet. Aufgrund
der hohen Dichte an Tieren ist es aulerdem der wohl bekannteste Vertreter der
Wildpaarhufer. Bei der Verwertung der erlegten Rehe steht die Nutzung des Fleisches im
Vordergrund; Fell- und Ledererzeugung erfolgen selten, was mit der zarten und fragilen

Struktur von Haut und Haaren zu tun hat (Kulak und Wajdzik 2006).

Das Winterhaarkleid von Rehen unterscheidet sich wesentlich vom Sommerhaarkleid.
Ersteres ist dichter, da die Haare wegen einer breiteren Markschicht dicker sind; damit hat das
Winterfell gute Isolationseigenschaften (Johnson und Hornby 1975). Eine in Polen
durchgefiihrte Studie ergab, dass Winterhaare am Rumpf und Hals etwa 7 mm lidnger und fast

0,1 mm dicker sind als Sommerhaare, wobei diese Unterschiede je nach Korperregion



verschieden, stark ausgeprigt sein konnen (Kulak und Wajdzik 2006). Die durchschnittliche
Lange der Winterhaare variierte je nach Korperstelle von 12-52 mm. An der Innenseite der
Ohrmuschel waren die Haare mit 6 mm am kiirzesten, die durchschnittliche Dicke der
Winterhaare war je nach Region im Bereich 46-236 um. Kulak und Wajdzik (2006) zeigten,
dass die Haare an den Extremitéten eine dickere Rinden- und eine diinnere Markschicht als
die Haare am Rumpf haben, und dass daher die Haare an den Extremitdten zwar schlechter

isolieren, aber widerstandsfahiger sind und nicht so leicht abbrechen als jene am Rumpf.

Uber die Rolle der Haare als mdgliche Kontaminationsquelle beim Enthiuten von Rehen
findet sich aber wenig Literatur. Beschrieben werden aber die Tierartenidentifizierung am
Rehhaar (Galan et al. 2005), die Steroidbestimmung im Rehhaar als nicht invasive Methode
zur Beobachtung des Reproduktionszyklus (Ventrella et al. 2018) und Erkrankungen mit
Haarausfall (,,Haarseuche*: Herzog et al. 1983; Trichophytie: Volmer et al. 1990). Eine iiber
die Suchmaschine ,,google* im Internet durchgefiihrte Suche nach den Begriffen ,,Rehhaar®,
»Rehfell”, | roe deer hair ergab, dass die mechanischen Eigenschaften des Rehhaares

offensichtlich {iberwiegend im Zusammenhang mit dem Fliegenfischen erdrtert werden.

1.4 Fragestellung
In dieser Arbeit sollte die Bedeutung des Fells (Winterhaarkleid) von Rehen bei der

Ubertragung von Bakterien untersucht und mdglichst auch quantifiziert werden. In Anlehnung
an bereits erarbeite Versuchsdesigns (Pollitzer 2020) wurde dabei das trockene Fell mit einer
bakterienhaltigen festen Oberfliche oder einer Bakteriensuspension in Kontakt gebracht und
dann die Abgabe der Mikroorganismen vom Fell auf ein Fleischsurrogat untersucht. Damit
wurde eine in der Praxis der Versorgung des erlegten Wildes vorkommende Situation
nachgestellt, dass ndmlich Fellteile mit ausgeflossenem Darminhalt (entweder wegen eines
Durchfallgeschehens oder durch unsachgeméfes Eviszerieren sowie im Falle eines
Weichschusses, wo aufgrund eines falsch platzierten Schusses die Eingeweide durch das
Geschoss eroffnet werden kdnnen) kontaminiert werden und dass beim nachfolgenden
Transport der ausgeweideten Tierkorper oder auch spater wahrend der (feuchten oder
trockenen) Kiihllagerung bzw. spéter beim Enthduten diese kontaminierten Fellteile Kontakt

zu Fleischoberflachen haben. Es sollte auch das Ausmal} der Bakterienkontamination von



Messerklingen, mit denen kontaminiertes Fell beim Enthéuten durchschnitten wird, bestimmt

werden.

2. Material und Methoden
2.1 Felle
Die verwendeten 17 Felle (Winterhaarkleid) wurden von JagerInnen zur Verfiigung gestellt

und mit der Fellseite nach innen zusammengelegt, dann vakuumverpackt und bis zur
Verwendung tiefgekiihlt gelagert (5-7 Monate). Vor der Verwendung wurden die Felle bei 2
°C iiber Nacht angetaut. Danach wurden ca. 7 x 7 cm groB3e Stiicke aus den ventralen
Brust/Bauch- (n = 32) und Riickenpartien (n = 40) geschnitten (Abb. 1). Es wurden nur
optisch saubere Fellteile verwendet, sodass sich die Probenzahl verringerte. Fiir die
nachfolgenden Versuche wurden schlieBlich 69 Fellstiicke zuféllig den Experimenten
zugeteilt. Je nach Versuchsreihe wurde dabei ein Fellstiick als eine Probeneinheit verwendet

oder es erfolgte eine Teilung in 3-4 Untereinheiten je Fellstiick.

Abb.1: Fir die Versuche verwendete Fellstiicke

2.2 Herstellung des Inokulums
Das Inokulum wurde aus Lyophilisaten von E. coli NTNC 9001 und ATCC 11303

(Liofilchem) hergestellt, von denen je ein Pellet in 9 ml gepuffertem Peptonwasser (Oxoid

BM1104) iiber Nacht bei 37 °C bebriitet wurde. Ein Milliliter dieser Kultur wurde in 1 1



gepuffertes Peptonwasser verbracht und diese Suspension wurde dann iiber Nacht bei 37 °C

bebriitet.

Von dieser Kultur wurden dezimale Verdiinnungsreihen angelegt (Kochsalz-Peptonlosung;
Oxoid CM733). Aus diesen Verdiinnungsreihen wurde die Bakterienkonzentration bestimmt.
Je 0,1 ml der Suspensionen wurden auf Coli-ID Agar (Biomerieux) pipettiert und mittels
Drigalski-Spatel verstrichen. Die Ndhrboden wurden bei 37 °C fiir 24 h bebriitet und dann die

typisch rosafarbenen Kolonien ausgezéhlt.

2.3 Inokulation der Rehfelle iiber Agarkontaktverfahren und semiquantitative
Beprobung mittels Agar-Abklatschmethode
Von der Kultur und den dezimalen Verdiinnungsreihen (bis 107) wurden 0,1 ml auf VRBD-

Replicate Organism Detection And Counting (RODAC) Agar aufpipettiert und mit einem
Drigalski-Spatel verstrichen (Abb. 2). Die Platte wurde nun innerhalb von 5 Min. auf eine
trockene Rehfellprobe gedriickt, um den Kontakt des Felles mit einer fakal verschmutzten
Oberflache zu simulieren. Anpressdruck und —dauer waren reproduzierbar (Verwendung eines
Count-Tact Applikators, Fa. BioMerieux). Dabei wurden je 7 x 7 cm grof3em Fellstiick 3-4
Areale inokuliert. Die Rehfelle wurden entweder nach 5 Min. oder nach ein- bzw. dreitdgiger
Lagerung bei 2 °C mittels Agar-Abklatschverfahren (Coli-ID auf RODAC Platten) und
Count-Tact Applikator beprobt, um die Kontamination einer Fleischoberfliche durch Kontakt
mit kontaminiertem Fell zu simulieren, dabei stellte die RODAC Platte das Fleischsurrogat
dar. Wihrend der Lagerung fiir 1 Tag bzw. 3 Tage wurden die Felle entweder offen,
unverpackt (1-2°C, 55% rH), oder in einer feuchten Kammer (dicht verschlie3bare
Kunststoffkiste mit Wasserschale und Tabletts zur Aufnahme der Probe und eingebautem

Hygrometer; kondensierende Feuchtigkeit bzw. 100% rH) gelagert.

Je Beprobungstermin wurde ein eigenes Areal auf jedem Fellstiick verwendet. Die Nahrboden
wurden 24h bei 37 °C bebriitet und dann die Koloniezahl je Agarplatte bestimmt.
Rasenwachstum wurde als ,,Rasen®, kein Wachstum mit <1 Kolonien/Platte bezeichnet; bei
Néhrboden mit zahlreichen, aber noch mit der Lupe separat erkennbaren Kolonien wurde bis
zu einer Koloniezahl von 300 Kolonien je Platte gezéhlt, bei Ergebnissen {iber 300 wurde

,Rasen‘ bzw. >2,5 logio/ 20 cm? angegeben.



Es wurde zuerst je ein Versuch mit einem Fellstiick je Beprobungstermin durchgefiihrt, und

danach je 2 Versuche mit 3 Rehfellstiicken je Termin (Tab. 2). Insgesamt wurden 24

Fellstiicke verwendet. Bei 3 weiteren Fellstiicken wurde die Zahl von nativ vorhandenen E.

coli mittels Abklatschverfahren bestimmt (Kontrollen).

Abb. 2: Ablauf der Versuche mit Beimpfung der Rehfelle mittels Agarkontaktverfahren und

semiquantitativer Beprobung der gelagerten Rehfelle mittels Agar-Abklatschmethode.

Bakteriensuspension auf RODAC Platte (Coli-ID Agar) aufspateln

! ! ! ! !
RODAC Platte auf Fell driicken
! | | | !
72h 24h 72h 24h 5 Min.
Lagerung Lagerung Lagerung Lagerung Wartezeit
2 °C, feuchte 2 °C, feuchte 2 °C, 2 °C,
Kammer Kammer trocken trocken
l l l ! !
Beprobung mittels RODAC Platte (Coli-ID Agar)
!
Inkubation 24h bei 37 und Ablesung der Ergebnisse
Tab. 2: Ubersicht zur Anzahl der Proben (exkl. Kontrollen)
Versuch Beprobung Beprobung Beprobung Beprobung Beprobung
nach 5 nach 24h, nach 72h, nach 24h, nach 72h,
Minuten trockene trockene feuchte feuchte
Lagerung Lagerung Lagerung Lagerung
1 1 1 1 - -
2 1 - - 1 1
3 3 3 3 - -




2.4 Inokulation der Rehfelle durch direktes Aufbringen der E. coli Suspension und
simulierte Kontamination der Messerklingen beim Enthiuten
Die Kontamination des Felles durch bakterienhaltige Fliissigkeiten wurde wie von Pollitzer

(2020) beschrieben vorgenommen. Es wurde jeweils ein 7 x 7 cm grofBes Fellstiick, mit der
Haarseite nach unten, {iber ein 250 ml Becherglas (60 mm Durchmesser) gespannt und mit
einem breiten Gummiring fixiert. Im Becherglas befanden sich 25 ml einer E. coli
Suspension. Das Becherglas wurde umgedreht und 5 Min. so belassen, damit die
Bakteriensuspension das Fell benetzen konnte. Dann wurde das Becherglas wieder mit der
Bodenseite nach unten gestellt. Nach einer Abtropfzeit von 5 Min. wurde das Fell
abgenommen, die liberschiissige Bakteriensuspension abgegossen und die Haut mit der
Fellseite nach unten iiber das Becherglas gelegt und mit Gummiringen fixiert (Becherglas und
Fell bildeten eine feuchte Kammer) oder es wurde das Fellstiick mit der Hautseite nach unten
auf ein sterilisiertes Edelstahltablett gelegt (,.,trockene* Lagerung). In dieser
Zusammenstellung wurden die Proben nun bei 2 °C fiir 3 Tage im Kiihlraum gelagert. Danach
wurde die Hautinnenseite mit 70%igem Ethanol abgewischt, 10 Min. bis zur Trocknung
gewartet und dann ein sterilisiertes Messer mit einer Klingenldnge von 89 mm, 19 mm Breite
und 2 mm Dicke, von der Hautseite kommend, durch das Fell gesto3en und wieder
zuriickgezogen. Damit wurde die bei der Enthdutung iibliche Durchtrennung der Haut ,,von
innen nach auBBen‘ nachgestellt. Rechte und linke Seite der Messerklinge wurden dann auf
einen RODAC Coli-ID Nihrboden gedriickt (gesamt beprobte Fliche 20 cm?, bzw. 1/2 der
Klingenoberfliche) und dieser bebriitet. Danach wurde ein RODAC Coli-ID Néhrboden auf
die Fellseite gedriickt. Bebriitung und Koloniezdahlung erfolgten wie unter Abschnitt 2.3. Es
wurden jeweils 3 Replikate angefertigt. Als Kontrollen dienten 3 nicht mit E. coli beimpfte
Fellstiicke.
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3. Ergebnisse

3.1 Semiquantitative Keimzahlbestimmung auf kontaminiertem Rehfell mittels Agar-
Abklatschmethode
Die Ergebnisse der Beprobung der kontaminierten Rehfelle mittels Agar-Abklatschmethode

sind in den Tab. 3-6 dargestellt. Bei den Untersuchungen mit je einer Fellprobe (Tab. 3,4)
zeigte sich, dass mit zunehmender Lagerungsdauer die Anzahl der iiber Abklatschverfahren
wiederfindbaren E. coli geringer wurde. Bei den trocken gelagerten Proben (Tab. 3) war dies

deutlicher als bei den feucht gelagerten Proben (Tab. 4).

Bei den im Dreifachansatz durchgefiihrten Versuchen (Tab. 5,6) war ebenfalls eine
Verringerung der iiber Agarkontaktverfahren wiederfindbaren E. coli nach Lagerung der

inokulierten Felle zu beobachten.

Nach einer dreitdgigen Lagerung waren bei den trocken gelagerten Fellen bei den beiden
héchsten Kontaminationsstufen Medianwerte von 2,0 und 1,0 logio E. coli/ 20 cm?
nachweisbar, bei den niedrigeren Kontaminationsstufen waren die Medianwerte unter der

Nachweisgrenze (Tab. 5).

Bei den feucht gelagerten Fellen waren nach dreitdgiger Lagerung die Medianwerte fiir die
beiden héchsten Kontaminationsstufen mit >2,5 und 2,3 logio E. coli/ 20 cm? héher, in der

nachfolgenden Verdiinnungsstufe war der Medianwert 1,3 logio E. coli/ 20 cm? (Tab. 6).

Aus diesen Ergebnissen kann vorsichtig abgeschétzt werden, dass auf dem feuchten Fell die

Wiederfindung von E. coli um etwa den Faktor 10 besser war als auf dem trockenen Fell.

Bei den 3 nativen Fellstiicken (Kontrollproben) konnten mittels Agarkontaktverfahren keine

E. coli nachgewiesen werden.
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Tab. 3: Ergebnisse der Beprobung der kontaminierten und trocken gelagerten Rehfelle mittels

Agar-Abklatschmethode (n = 1), in logi1o KbE/ 20 cm?

Aufgebracht Keimzahl auf |Keimzahl auf |Keimzahl auf
Verdiinnungs- | auf RODAC Fell nach 5 Fell nach 24 h, |Fell nach 72 h, 2
stufe Platte Min. 2 °C °C
1 7,2 >2,5 2 1,8
2 6,2 2,5 <0 0,8
3 5,2 2,5 <0 0,5
4 4,2 2,2 <0 0,3
5 3,2 1,7 <0 0,3
6 2,2 0,7 <0 <0
7 1,2 <0 <0 0
8 0,2 <0 <0 <0

Rasenwachstum wurde als >2,5 angegeben; <0 bedeutet, dass auf der RODAC Platte keine E.
coli wuchsen; 0, dass 1 Kolonie anwuchs. Dunkelgraue Felder weisen auf Ergebnisse iiber,

hellgraue Felder auf Ergebnisse unter der Nachweisgrenze.

Tab. 4: Ergebnisse der Beprobung der kontaminierten und feucht gelagerten Rehfelle mittels
Agar-Abklatschmethode (n = 1), in logio KbE/ 20 cm?

Aufgebracht Keimzahl auf |Keimzahl auf |Keimzahl auf
Verdiinnungs- | auf RODAC Fell nach 5 Fell nach 24 h, |Fell nach 72 h, 2
stufe Platte Min. 2°C °C
1 7,2 >2.5 >2.5 2,5
2 6,2 2,5 2,4 1,4
3 5,2 2,5 1,2 1,0
4 42 2,3 <0 0,5
5 3,2 1,8 <0 0,7
6 2,2 1,3 <0 <0
7 1,2 1,0 <0 <0
8 0,2 0,3 <0 <0

Rasenwachstum wurde als >2,5 angegeben; <0 bedeutet, dass auf der RODAC Platte keine E.
coli wuchsen. Dunkelgraue Felder weisen auf Ergebnisse iiber, hellgraue Felder auf

Ergebnisse unter der Nachweisgrenze.
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Tab. 5: Ergebnisse der Beprobung der kontaminierten und trocken gelagerten Rehfelle mittels

Agar-Abklatschmethode (n = 3), in logi1o KbE/ 20 cm?

Beprobung nach

Aufgebracht auf 5 5

RODAC Platte 5Min. |Min. |Min. |24h [24h |24h |[72h |72h |72h
7,2 >2.5| >2,5 >2,5| >2,5| >2,5| >2,5 1,5 2.3 2,0
6,2 >2,5| >2,5| >2,5| >2,5| >2,5| >2,5 0,9 1,3 1
521 =22,5| =25 >2,5| 2,1 2,2 1,6 <0 <0| 09
42 1,9 1,5 1,9 1,1 1,5 <0 <0 0 <0
3,2 0,5 1,0 1,0 0,3 0 <0 <0 <0 0
2,2 0| 07| 03 0,8 <0 <0 <0 <0 0
1,2 0 <0| 0,30 <0 0 <0 <0 <0 <0
0,2 <0| 03 <0 <0 <0 <0 <0 <0 <0

Rasenwachstum wurde als >2,5 angegeben; <0 bedeutet, dass auf der RODAC Platte keine E.

coli wuchsen; 0, dass 1 Kolonie anwuchs. Dunkelgraue Felder weisen auf Ergebnisse iiber,

hellgraue Felder auf Ergebnisse unter der Nachweisgrenze.

Tab. 6: Ergebnisse der Beprobung der kontaminierten und feucht gelagerten Rehfelle mittels
Agar-Abklatschmethode (n = 3), in logio KbE/ 20 cm?

Beprobung nach

Aufgebracht auf 5 5

RODAC Platte 5Min. |[Min. |[Min. [24h [24h [24h |72h |72h |72h
72| >25| >2,5] >2,5| >2,5| >2,5| >2,5| >2,5| >2,5| >25
6,2 =25 >2,5| =25 =25 21| 22| 23| 23| 23
520 =225 =25 =25 =25 16| 17, 13| 1,0] 1,5
4,2 1,9 1,5] 1,90 23| 05| 03 0 <0| 0,9
32 05| 1,0 1,0 1 0] 03 <0 <0| 0,3
2,2 0/ 07/ 03] 07 03] 05 <0 <0 <0
1,2 0 <0| 0,3 0 0 0 <0 <0 <0
0,2 <0| 03 <0 0 0 <0 <0 <0 <0

Rasenwachstum wurde als >2,5 angegeben; <0 bedeutet, dass auf der RODAC Platte keine E.

coli wuchsen; 0, dass 1 Kolonie anwuchs. Dunkelgraue Felder weisen auf Ergebnisse iiber,

hellgraue Felder auf Ergebnisse unter der Nachweisgrenze.
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3.2 Inokulation der Rehfelle durch direktes Aufbringen der E. coli Suspension und
simulierte Kontamination des Messers beim Enthiuten
Fiir diesen Versuch wurden Kontaminationslosungen mit E. coli Konzentrationen von 1,74 x

10° KbE/ml bis 1,74 x 10* KbE/ml verwendet. Von dem Fellstiick wurden durchschnittlich 2,2
ml Fliissigkeit aufgenommen. Daraus ergab sich unter Beriicksichtigung der
Querschnittsfliche des verwendeten Becherglases (28 c¢cm?) eine geschitzte Kontamination
von ca. 137.000 bis 1.370 KbE/cm? bzw. 5,1 bis 3,1 logioKbE/cm? Fell (6,4—4.,4 logio KbE/20
cm? Fell, d.h. der von der RODAC Platte beprobaren Fliche). Die Ergebnisse der Beprobung
der Felle und der Messerklingen, mit denen Haut und Fell durchtrennt worden waren, sind in
Tabelle 6 zusammengestellt. Anders als bei der Kontamination des Fells durch eine auf
RODAC Platten befindliche E. coli Kultur (Tab. 3-6) war nach dreitdgiger Lagerung der mit
einer Fliissigkultur kontaminierten Felle sowohl nach trockener als nach feuchter Lagerung
fast immer ein Rasenwachstum von E. coli nachweisbar (Tab. 7 oben). Bei der Beprobung der
Messerklinge ergaben sich aber fiir durch trocken gelagerte Felle gestoBene Messerklingen
um ca. 1-2 log-Stufen niedrigere Werte als fiir durch feucht gelagerte Felle gestoBene Klingen
(Tab. 7 unten). Dass bei den Messerklingen, aber nicht bei den Fellen ein deutlicher
Unterschied zwischen feuchter und trockener Lagerung gefunden wurde, kann mit der
(niedrigen) oberen Nachweisgrenze des verwendeten Agarkontaktverfahrens zu tun haben.
Bei den 3 nativen Fellstiicken (Kontrollproben) konnten mittels Agarkontaktverfahren keine

E. coli nachgewiesen werden.
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Tab. 7: Ergebnisse der Beprobung der kontaminierten 3 Tage gelagerten Rehfelle und von
Messerklingen, mit denen Haut und Fell durchtrennt worden waren. Agar-Abklatschmethode,

Ergebnisse in logioKbE/ 20 cm?

Lagerung 72 h, 2 °C, trocken Lagerung 72 h, 2 °C, feucht

Inokulum (pro 20 cmz) 6,4 5.4 4.4 6.4 5.4 4.4

Haut

Haut

Haut

Messer

Messer
Messer

Rasenwachstum wurde als >2.5 angegeben; <0 bedeutet, dass auf der RODAC Platte keine E.
coli wuchsen. Dunkelgraue Felder weisen auf Ergebnisse iiber, hellgraue Felder auf

Ergebnisse unter der Nachweisgrenze.
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4. Diskussion
4.1 Versuchsdesign
Fiir die Versuche wurde E. coli als mesophile Hygieneindikatorkeim gewahlt, dessen

Nachweis auf Lebensmitteln eine fikale Kontamination anzeigt (Bauer u. Smulders 2015).
Das Bakterium ist mesophil, d.h. es ist bei den vorgeschriebenen Kiihltemperaturen (so, dass
die Fleischtemperatur nicht mehr als 7 °C betrdgt; VO (EG) Nr. 853/2004) keine Vermehrung
zu erwarten (Weber 2010).

Eine Kontamination des Fells wurde sowohl durch Kontakt mit festen bakterienhéltigen
Medien als auch durch Aufbringen einer bakterienhéltigen Suspension vorgenommen. Bei
letzterer wurde das Becherglas mit dem aufgespannten Fell etwas bewegt, damit die
Fliissigkeit auch guten Kontakt mit den Haaren hatte, da das Rehfell an sich einen Schutz
gegen das Eindringen von Wasser zwischen den Haaren bietet (Feder und Arias 1992), z.T.

auch weil die Haare durch Sekret aus den Talgdriisen gefettet werden (Salomon et al. 2008).

Die Beprobung erfolge iiber ein nicht-destruktives Verfahren (Agar-Abklatsch). Es ist dabei
zu erwarten, dass nicht alle an der Oberflache vorhandenen Bakterien damit erfasst werden,
wihrend bei einer destruktiven Probenahme, die der die vorhandenen Bakterien im Prinzip
grofteils oder zur Génze in Suspension gebracht werden konnen, die Wiederfindung sicher
hoher wire. Dies wurde fiir das nicht-destruktive Tupferverfahren im Vergleich mit
destruktiver Probenahme an Tierkdrpern nachgewiesen (Palumbo et al. 1999; Pearce u.
Bolton 2005). Allerdings werden offensichtlich auch bei destruktiver Probenahme von Fellen
und Mazeration in Knetmischgeriten (Stomacher) doch nicht alle Mikroorganismen in
Suspension gebracht (Pollitzer 2020). Fiir die Fragestellung der vorliegenden Arbeit ist dies
aber von untergeordneter Bedeutung, da ja gerade die Abgabe von Bakterien durch Kontakt
zweier Oberflachen untersucht werden soll. Bei der Interpretation der Ergebnisse ist lediglich
zu beachten, dass der ,,Nicht-Nachweis* von Bakterien iiber Agarkontaktverfahren nicht
automatisch bedeutet, dass keine vermehrungsfiahigen Bakterien vorhanden waren, sondern
ev. fest an Haare gebunden und/oder in tieferen Schichten des Haarkleids gelegen sein
konnten. Insofern ist nicht nur die Simulation des Kontakts Felloberfldche mit
Fleischoberflache (Agarplatte als Surrogat), wie sie beim Enthduten auftreten kann, sondern

auch die Durchtrennung der Haut von innen nach auflen ein relevantes Szenario, wobei hier
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primir die Messerklinge verschmutzt wiirde, von der eine Ubertragung von Bakterien auf
Fleisch moglich ist (sofern keine Zwischendesinfektion erfolgt), d.h. es sind zwei Kontakte
erforderlich: Fell > Messerklinge = Fleischoberflache. Aus Studien zu
Kontaminationsereignissen beim Umgang mit Lebensmittel ist bekannt, dass der iiber
Oberflichenkontakte {ibertragbare Bakterienanteil (Transferrate) sehr variabel sein kann, von
deutlich unter 1% bis zu zweistelligen Prozentzahlen (d.h. dass die Zahl der iibertragenen
Bakterien um >2 bis ca. 1 logio Stufe niedriger ist als auf der Oberflache vorhanden sind

(Paulsen et al. 2009).

Die Uberlegungen zur ,,Wiederfindung* von Bakterien mittels Agarkontaktverfahren gelten
sinngemél auch fiir die Kontamination des Fells mit der bakterienhéltigen Agaroberfliche
(Pollitzer 2020). Fiir die vorliegende Arbeit hat das keine unmittelbare Bedeutung, da keine
Transferraten berechnet wurden, sondern der zeitliche Verlauf der ,,Wiederfindung* von

Bakterien mittels Agarkontaktverfahren untersucht wurde.

Fiir die Bewertung der Ergebnisse ist von Bedeutung, dass aus den Kontrollproben E. coli
mittels Agarkontaktverfahren nicht nachgewiesen werden konnte. Das wurde auch von

Pollitzer (2020) fiir das Sommerhaarkleid von Rehen berichtet.

4.2 Ubertragung von E. coli vom kontaminierten Fell auf RODAC-Platten (als
Fleischsurrogat)
Bei diesem Versuch wurden die Fellteile zuerst iiber ein Agarkontaktverfahren kontaminiert.

Wihrend die Bakteriendichte auf der Agarplatte bekannt war, wurde die tatsdchlich auf das
Fell libertragene Bakterienzahl nicht ermittelt. Die Kontamination erfolgte mit verschiedenen
Bakteriendichten (in dezimalen Verdiinnungsstufen von 7,2 logio KbE/20 cm? absteigend)
und bei niedrigeren Bakteriendichten waren auch von den Rehfellen niedrige Bakterienzahlen
mittels RODAC Abklatschplatten riickgewinnbar. Da auf den RODAC Platten ab etwa 300
Kolonien / Platte ein Rasenwachstum vorlag, war bei hohen initialen Kontaminationsstufen
anfanglich (5 min. nach Kontamination des Fells) auf den RODAC Platten auch
Rasenwachstum nachweisbar, etwa ab initialen Keimzahlen von 4,2-3.2 logio KbE/20 cm?

waren auf den RODAC Platten um 100 Kolonien (bzw. 2 logio KbE/20 cm?) nachweisbar.
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Das bedeutet, dass in diesen Kontaminationsbereichen etwa 1/10>2 bis 1/10"? (bzw. 0,64 oder
6,4 %) der Bakterien effektiv iibertragen (d.h. von der das Fell kontaminierenden Oberfldche
auf die durch das Fell kontaminierende Flache) wurde. Eine dhnliche GréBenordnung wurde

auch von Pollitzer (2020) fiir das Sommerhaarkleid von Rehen berichtet.

Nach der dreitdgigen Lagerung war die auf feucht gelagerten Fellen durch Beprobung mit
RODAC Agarplatten ermittelten Zahl an E. coli immer hoher als bei den trocken gelagerten
Fellen. Auch bei Versuchen mit dem Sommerhaarkleid wurde diese Beobachtung gemacht
(Pollitzer 2020). Das ist insofern nicht unerwartet, da bei Schlachttieren bekannt ist, dass
nasse Felle beim Enthduten ein hoheres Risiko fiir die mikrobielle Kontamination der
freigelegten Fleischoberfldchen haben als trockene Felle (Antic et al. 2010). Das Verhiltnis
der Keimzahlen am Fell zu jenen an den Fleischoberflaichen wurde auch als Indikator fiir die

hygienische Arbeitsweise von Schlachtbetrieben diskutiert (Blagojevic et al. 2011, 2012).

Zu beachten ist, dass die Kontamination der Rehfelle mit £. coli keine sichtbaren oder

geruchlichen Verdnderungen am Fell bewirkte.

4.3 Bedeutung des Fells als mogliche Kontaminationsquelle beim Enthauten
Wenn die Kontamination von Rehfellen durch Aufbringen eines fliissigen Mediums simuliert

wird, ist die Kontamination des Fells anders als bei der Kontamination durch Kontakt mit
einer Agarplatte zwar genau berechenbar, es ist aber davon auszugehen, dass das Fell in der
gesamten Tiefe bzw. entlang der gesamten Haarldnge kontaminiert werden kann. Bei einer
Beprobung mittels RODAC Platten wire daher eine geringere Zahl wiederfindbarer Bakterien
zu erwarten. Die initiale Kontaminationsstirke war zwar abgestuft (4,4-5,4-6,4 logio KbE/20
cm?), aber es war in den Kontaminationsstufen 5,4 und 6,4 logio KbE/20 cm? nach dreitéigiger
Lagerung (feucht oder trocken) immer Rasenwachstum nachweisbar, sodass nicht abgeschétzt
werden kann, welcher Prozentsatz an Bakterien {bertragen wurde. Bei der
Kontaminationsstufe 4,4 logio KbE/20 cm? war nach feuchter Lagerung immer (3/3), nach
trockener Lagerung in 2 von 3 Proben Rasenwachstum nachweisbar. Wenn eine Messerklinge
durch die Hautseite in das Fell gestoen wurde, um das Durchtrennen der Haut beim

Enthduten zu simulieren, waren die Keimzahlen auf der Messerklinge niedriger als auf dem
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Fell. Es handelt sich dabei aber um den schon oben beschriebenen zweistufigen
Kontaminationsvorgang  Fell->Messerklinge—> Fleischoberfliche (RODAC Platte als
Fleischsurrogat). Die in zéhlbaren GroBenordnungen erhaltenen Ergebnisse wiesen eine
gewisse Streuung auf, sodass die effektive Ubertragung etwa im Bereich 1/10* (0,01 %) nach
trockener und 1/10° (0,1 %) nach feuchter Lagerung lag. Diese Ubertragungsrate mutet
niedrig an, aber es wurde hier nur ein Stich vorgenommen und nicht ein ldngerer Schnitt

gefiihrt, entlang dessen Kanten die Kontamination der Klinge wohl gro3er gewesen wire.

4.4 Bedeutung fiir die Wildfleischhygiene

Erlegtes Grofwild wird ausgeweidet und dann unenthdutet gekiihlt gelagert und in den
Wildbearbeitungsbetrieb verbracht (VO (EG) Nr. 853/2004). Vom Erlegen bis zum Einlangen
im Wildbearbeitungsbetrieb bzw. in dessen Kiihlhaus vergehen durchschnittlich 6-8 Tage
(Paulsen et al. 2015, Staubmann 2017, Herbsthofer 2019). Wihrend dieser Zeit kann das Fell
der Wildtierkorper durch Kontakt mit anderen Oberfldchen kontaminiert werden oder wenn
das Fell Kontakt zu Fleischoberflichen anderer Wildtierkdrper hat, konnen diese kontaminiert
werden. Dies kann bei zu enger Lagerung wihrend des Transports oder im Kiihlraum
geschehen. Es ist daher ein Ubereinanderlegen der Tierkdrper beim Transport verboten (VO
(EG) Nr. 853/2004) und die Bearbeitung des Tierkorpers und Fleisches hat so zu erfolgen,
dass eine Kontamination des Fleisches so weit wie mdglich vermieden wird (VO (EG) Nr.
853/2004).

Wie schon in einer Arbeit liber kontaminierte Felle von Rehen im Sommerhaarkleid (Pollitzer
2020) ergab sich auch in dieser Studie bei Winterfellen von Rehen, dass mit E. coli
kontaminierte Felle iiber direkten Kontakt mit Fleisch oder indirekt beim Enthduten via
Messerklinge als Kontaminationsquelle fiir Muskelfleisch von Wild Bedeutung haben
konnen. Beim Durchschneiden von kontaminierten Fellen fiithrt auch die hygienisch korrekte
Schnittfiihrung (d.h. die Haut von der Fleischseite nach auflen zu durchtrennen) zu einer
Kontamination der Messerklinge, was eine regelméfige Desinfektion der Messer nétig macht.
Es zeigt sich auch wie in der Arbeit von Pollitzer, dass feuchte Felloberflichen weitaus

kritischer zu beurteilen sind als trockene. Dieser Umstand ist bei der Schlachthygiene von
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landwirtschaftlichen Nutztieren bekannt (Antic et al. 2010), muss aber auch in der

Wildfleischhygiene berticksichtigt werden.
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5. Zusammenfassung
Nach der Erlegung von freilebendem GroBwild wird dieses evisceriert und der ausgeweidete

Tierkorper im Fell in den Kiihlraum verbracht und gelangt von dort ggf. iiber ein zugelassenes
Kiihlhaus in den Wildbearbeitungsbetrieb bzw. in dessen Kiihlhaus. Temperaturwechsel,
Kondensation von Feuchtigkeit und der Kontakt des Fells mit anderen Oberflédchen sind zu

vermeiden.

In dieser Arbeit wurde die Ubertragung von Bakterien von Rehfellen (Winterhaarkleid) auf
Kontaktflichen untersucht. Es wurden dabei der Kontakt von mit E. coli kontaminierten
Rehfellen mit einem Fleischsurrogat (RODAC Agarkontaktndhrboden) und einer
Messerklinge, die dann Kontakt mit Fleisch hat, modellhaft ausgew4hlt.

In den ersten Versuchsreihen wurden die Rehfelle durch Kontakt mit einem bakterienhéltigen
Néhrboden (verschiedene Konzentrationen von E. coli NTNC 9001 und ATCC 11303)
kontaminiert (= Kontakt des Fells mit einer kontaminierten Oberfliche) und unmittelbar
danach bzw. nach ein- und dreitégiger Lagerung im Kiihlraum (2 °C, 55 % rH oder 100 % rH-
kondensierend) die Felle mit dem RODAC Agarkontaktndhrboden in Kontakt gebracht (=
Kontakt des Fells mit Fleischsurrogat). Nach dreitdgiger Lagerung bei 55 % rH war die Zahl
der iiber Kontakt tibertragenen Bakterien deutlich verringert, bei den feucht gelagerten Fellen

war die Verringerung schwicher ausgepragt.

Bei den folgenden Versuchsreihen wurde das Fell mit einer Bakteriensuspension inokuliert
und nach dreitdgiger Lagerung bei 2 °C (55 und 100 % rH) die Abgabe der Mikroorganismen
vom Fell auf das Fleischsurrogat (RODAC) und eine Messerklinge und von dort auf das
Fleischsurrogat studiert. Wenn mit 4,4 logio KbE E. coli /20 cm? kontaminierte Felle nach
dreitdgiger feuchter Lagerung mit RODAC Agarkontaktndhrboden in Kontakt gebracht
wurden, war nach feuchter Lagerung immer (3/3), nach trockener Lagerung in 2 von 3 Proben
Rasenwachstum nachweisbar. Es wurde eine Messerklinge durch die Hautseite in das Fell
gestoBen (= Durchtrennen der Haut beim Enthduten), und dann die Klinge mit dem RODAC
Néhrboden in Kontakt gebracht (zweistufiger Kontaminationsvorgang
Fell->Messerklinge-> Fleischoberfliche). Die effektive Ubertragung betrug ca. 0,01 % nach
trockener und 0,1 % nach feuchter Lagerung. Die Ergebnisse zeigen, dass der Luftfeuchtigkeit

wihrend der Lagerung von Grof3wild-Tierkorpern hygienische Bedeutung zukommt.
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6. Summary

Transfer of bacteria from the skin (winter fleece) of roe deer to meat surfaces

Hunted large wild game is eviscerated without delay and the eviscerated fur-on carcass is
stored refrigerated and then transported to an approved game handling establishment or to its
cooling room. Occasionally, a cooling room for collecting carcasses is interposed in this
chain. In this period, changes in ambient temperature, humidity and contact of fur with other

surfaces must be avoided.

In this thesis, the transfer of bacteria from fleece of roe deer (winter fur) to contact surfaces
was studied. In particular, the contact of fur that had been contaminated with E.coli with a
meat surrogate (RODAC agar plate) and a knife blade, which then had contact with meat

(surrogate), was studied.

In the first series of experiments, roe fur was contaminated by contact with an agar plate
containing different concentrations of E. coli (NTNC 9001 and ATCC 11303), to simulate the
contact of the fur with a contaminated surface. Immediately after this contamination and after
1 or 3 days of storage at 2 °C, 55 % rH or 100 % rH (condensing humidity), furs were brought
in contact with a RODAC agar plate to simulate contact of contaminated fur with a meat
surface. Numbers of bacteria recovered on RODAC plates after 3 days storage at 55 % rH,
numbers of bacteria recovered in RODAC agar was lower than when the fur had been
sampled immediately or 1 day after its contamination. A less pronounced reduction was noted

for the furs stored at 100 % rH.

In subsequent experiments, fur was contaminated with a suspension of E. coli. After 3 days
storage (2 °C; 55 and 100 % rH), furs were brought in contact with RODAC plates (to
simulate contact of fur with meat) and a knife blade was stabbed through the fur from the
skin-side to the fur side and then the blade was sampled with a RODAC plate. When furs
contaminated with 4.4 log CFU E. coli /20 cm? and stored for 3 days were sampled with
RODAC, confluent growth was observed in all samples (3/3) stored at 100 % rH, and in 2/3
samples stored at 55 % rH. When the knife blade was tested with RODAC plates (two
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surface-surface contamination events), the transfer of bacteria from skin via knife to meat
surrogate was in the order of 0.01 % for furs stored at 55 % rH and 01 % for furs stored at 55

% rH. The results indicate that relative air humidity during storage of fur-on carcasses is

relevant for game meat hygiene.
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