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P-05 
SALMONELLA SPP. IM 
BIOFILM: WIRKUNG VON 
DESINFEKTIONSMITTELN
Böhnlein, Christina; Pichner, Rohtraud
Institut für Mikrobiologie und Biotechnologie (MBT), 
Max Rubner-Institut (MRI), HermannWeigmann-
Straße 1, 24103 Kiel, Deutschland

Laut Zoonosentrendbericht der EFSA gehören 
Salmonellosen zu den am häufi gsten gemel-
deten Zoonosen in der EU. Dabei ist Gefl ügel-
fl eisch, insbesondere Hähnchenfl eisch, häufi g 
mit Salmonella spp. belastet. Neben den Sero-
varen S. Enteriditis und S. Typhimurium gehör-
ten die Serovare S. Infantis und S. Paratyphi B im 
Jahr 2013 zu den zehn am häufi gsten in Hähn-
chenfl eisch gemeldeten Serovaren in der EU. 
Kenntnisse über Kontaminationsrisikofaktoren 
während der Broilerschlachtung, wie zum Bei-
spiel die Persistenz von Biofi lmen, sind von Be-
deutung, um gezielte Interventionsmaßnahmen 
einleiten zu können.
Die Biofi lmbildung von Salmonella spp. wurde 
unter verschiedenen Bedingungen im Mikroti-
terplatten-Test untersucht. Dabei wurden Isolate 
von Salmonella Infantis (n=7) und Salmonel-
la Paratyphi B (n=12) verwendet, welche nach 
verschiedenen Prozessschritten der Gefl ügel-
schlachtung über vier Probennahmen vorab 
isoliert wurden. Alle Isolate verfügten über die 
Fähigkeit zur Biofi lmbildung, während die S. Pa-
ratyphi B-Isolate eine stärkere Biofi lmbildung als 
die S. Infantis-Isolate aufwiesen. Um die Effi  zi-
enz von Desinfektionsmitteln gegen Salmonella 
spp. im Biofi lm zu überprüfen, wurden häufi g 
in Gefl ügelschlachthöfen eingesetzte Desinfek-
tionsmittel (tolo 550® und tolo sterisol super®), 
sowie 45 % iger Ethanol und Triclosan Lösung 
(25 mg/l) verwendet. Tolo sterisol super® zeigte 
dabei die höchste Effi  zienz bei der Elimination 
der Biofi lme beider Serovare. Eine Behandlung 

mit dem Desinfektionsmittel tolo 550® erzielte 
keine Reduktion der Biofi lme. Die Desinfektion 
mit 45 % igem Ethanol führte zu einer höheren 
Biofi m-Reduktion als eine Behandlung mit Tric-
losan Lösung (25 mg/l). Alle Desinfektionsmittel 
wurden mit drei verschiedenen Einwirkzeiten, 
5 Minuten, 30 Minuten und 60 Minuten einge-
setzt. Dabei hatte eine längere Einwirkzeit kei-
nen Einfl uss auf die Reduktionsrate des Biofi lms.
Zudem wurde die Effi  zienz der Desinfektions-
mittel tolo 550® und tolo sterisol super® gegen 
Salmonella spp. Biofi lme auf Edelstahl- und 
Plastikplättchen auf eine keimreduzierende 
Wirkung untersucht. Hierbei wurden nach einer 
Exposition der Biofi lme mit tolo 550® eine hö-
here Keimzahlreduktionen nachgewiesen als mit 
tolo sterisol super®. Eine Dekontamination von 
Salmonella spp. im Biofi lm auf Edelstahl- und 
Plastikplättchen konnte durch die verwendeten 
Desinfektionsmitteln nicht erreicht werden. 

reszenzmarkierten Gensonden sowie eine un-
terschiedliche Lichtanregung der Zellen, ließen 
eine Diff erenzierung zwischen lebenden und 
toten Zellen zu.
Die Initiierung der VBNC-Zellen von P. aerugi-
nosa (ATCC 15422) erfolgte mittels einer 10 μM 
Kupferlösung für 48 Stunden. 20 ml wurden 
durch einen Carbonatfi lter fi ltriert. Der Filter 
wurde in ein Einmalreaktionsgefäß überführt 
und mit 1 ml isotonischer Lösung für 30 min bei 
37 °C auf dem Thermomixer geschüttelt und 
dann zentrifugiert. Das Pellet wurde in 80 μl 
VE-Wasser gelöst und mit einer vorgefertigten 
Lösung („Solution B2“) vermischt. 5 μl der ent-
standenen Lösung wurden auf einen Objekt-
träger (OT) pipettiert und 20 Minuten lang bei 
46 °C getrocknet. Nach der Trocknung wurde 
eine Wanne mit einer zweiten Lösung („Solution 
C2“) gefüllt und in den Reaktor geschoben. Der 
getrocknete OT wurde ebenfalls in den Reaktor 
eingesetzt, nachdem ein Tropfen der „VIT (Pae)“-
Lösung zugetropft wurde. Danach erfolgte eine 
90-minütige Inkubation des OT’s bei 46 °C. Ab-
schließend wurde eine Waschung mit einem 
zuvor hergestellten Waschpuffer („Solution D2“ 
+ VE-Wasser) durchgeführt. Die Anregung und 
Auswertung erfolgte mit dem Fluoreszenzmik-
roskops BX 41 Olympus. Parallel wurde die Bak-
teriensuspension zur Resuscitation mit 10 μM 
DDTC-Lösung behandelt und mittels Spatel-
verfahren bzw. Membranfi ltration überprüft.
Innerhalb dieser Studie konnte ein Fluoreszieren 
der VBNC-Zellen von P. aeruginosa bei beiden 
Anregungen beobachtet werden, sodass diese 
Zellen als Lebende identifi ziert werden konnten. 
Anhand dieser Methode konnten die VBNC-
Zellen von P. aeruginosa quantitativ nachgewie-
sen werden. Analog wurde dieses Vorgehen zur 
Beprobung von Wasserzählern, die mit unter-
schiedlichen Desinfektionslösungen behandelt 

wurden übertragen, um die kulturell erzielten 
Ergebnisse zu verifi zieren.

P-07 
NACHWEIS VON PSEUDOMONAS 
AERUGINOSA IM VBNC-ZUSTAND
MITTELS DER Q-PCR
Vatanparast, Raha; Steckhan, Markus; 
Werlein, Hans-Dieter
Institut für Lebensmittelwissenschaft und Human-
ernährung, Gottfried Wilhelm Leibniz Universität 
Hannover, Am Kleinen Felde 30, 30167 Hannover, 
Deutschland

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) Bak-
terien kommen häufi g in technischen Wasser-
systemen im VBNC-Zustand vor. Besonders 
charakteristisch dabei ist eine sehr geringe 
metabolische Aktivität. Dies hat zur Folge, dass 
konventionelle mikrobiologische Nachweisme-
thoden ineff ektiv sind. Hierfür wurde ein Real-
Time qPCR Protokoll entwickelt, welches eine 
Amplifi kation von P. aeruginosa ermöglicht. Eine 
Unterscheidung von lebenden und toten Bakte-
rien ist mit der qPCR jedoch nicht möglich. Mit 
Hilfe von Propidium monoazid (PMA), das bei 
der DNA-Extraktion den Membranfi ltern direkt 
hinzugefügt wurde, konnte eine PCR-basieren-
de Quantifi zierung (PMA-qPCR) von lebenden 
P. aeruginosa erzielt werden. 
Der VBNC-Zustand für P. aeruginosa aus Rein-
kulturen wurde mit einer Kupferlösung (10 μmol) 
induziert. Die Filtration erfolgte mit Polykarbonat 
Membranfi ltern. Diese wurden mit Propidium 
Monoazid bei einer Konzentration von 6,25 μM 
vorbehandelt, für 5 Minuten im Dunkeln inku-
biert und mit einer Halogenlampe fotoaktiviert. 
Die anschließende DNA-Extraktion erfolgte mit 
einem kommerziellen Kit. Die dadurch extra-
hierten DNA-Isolate stammen aus einer P. aeru-
ginosa Verdünnungsreihe von 101 bis 106 KbE/ml. 
Zusätzlich wurden 5 mit Wasserstoff peroxid plus 
Silber gespülte Wasserzähler beprobt und mit-
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