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Vorkommen und Verhalten von Lebensmittelinfektionserregern in Minisalamis
Teil 2: Ergebnisse von Challengestudien zur Uberlebensfahigkeit von
Salmonella spp. und shigatoxinbildenden/enterohamorrhagischen E. coli
(STEC/EHEC) in Minisalami-Produkten

Occurrence and behaviour of food borne pathogens in minisalami
Part 2: Results of challenge studies on survival of Salmonella spp. and
Shiga-toxigenic/enterohemorrhagic Escherichia coli (STEC/EHEC)

M. GAREIS, J. KABISCH, R. PICHNER und H. HECHELMANN

Zusammenfassung

In Folge einer Uberregionalen Haufung von Salmonellosen durch Salmonella Panama bei
Kindern und Kleinkindern im Sommer 2007 wurden Minisalamis aufgrund epidemiologischer
Daten als mdgliche Ausbruchsvehikel und Risikolebensmittel eingestuft (RKI, 2008).

Dies fuhrte zu einer vom Bundesministerium fur Erndhrung, Landwirtschaft und Verbrau-
cherschutz initilerten Studie, bei der das Vorkommen und Verhalten von Lebensmittelinfek-
tionserregern in Minisalami-Produkten untersucht werden sollte und deren Daten flr eine
Risikobewertung Verwendung finden werden.

Uber die Ergebnisse der zunachst durchgefiihrten Marktanalyse zur Belastung von handels-
Ublichen Minisalamis mit Lebensmittelinfektionserregern wurde bereits berichtet (GAREIS et
al., 2009). Mit Hilfe von Challengetests wurden dariber hinaus das Verhalten und die
Absterbekinetiken von Salmonella spp., shigatoxinbildenden/enterohamorrhagischen Esche-
richia coli, Listeria monocytogenes und Staphylococcus aureus in Minisalami-Produkten
Uberpruft. Dazu wurden unter definierten Bedingungen funf unterschiedliche Typen von
Minisalami-Produkten hergestellt, die artifiziell mit Keimpools der pathogenen Bakterien in
unterschiedlichen Dosierungen (1x10? KbE/g und 1x 10* KbE/g) belastet waren.

Die Ergebnisse zeigen, dass Gram-negative Erreger wie Salmonellen und STEC/EHEC in
den kleinkalibrigen Minisalamis aufgrund der produkttypischen Charakteristika keine Uber-
lebenschancen haben und im Laufe der Reifung und nachfolgenden Lagerung schnell und
z.T. vollstandig absterben. Die Keimzahlen von Salmonella spp. und STEC/EHEC lagen zu
den Zeitpunkten, an denen die Produkte Ublicherweise in den Verkehr gebracht werden
(etwa am 8. und 13. Produktionstag bei gerdaucherten, luftgetrockneten bzw. schimmelpilz-
gereiften Produkten) oft bereits unter der mikrobiologischen Nachweisgrenze von 1 logqo
KbE/g (<10 KbE/g). Die gangigen Herstellungstechnologien fur Minisalami-Produkte verhin-
dern somit zweifelsfrei eine Vermehrung von Salmonella spp. und STEC/EHEC, wobei die
schnelle Abtrocknung auf a,~Werte <0,86 wesentlich zur mikrobiologischen Stabilitat dieser
Rohwidrste beitragt. Die Ergebnisse zeigen daruber hinaus, dass die Absterbekinetiken der
pathogenen Keime durch das Reifeprogramm beeinflusst werden kdnnen und eine Optimie-
rung der Reifeparameter zu einer héheren mikrobiologischen Stabilitat fihrt.

Uber die Ergebnisse zum Verhalten von Gram-positiven Keimen (L. monocytogenes und
S. aureus) wird im Teil 3 berichtet werden.

Schliisselwérter Minisalami — Lebensmittelinfektionserreger — Salmonella Panama —
E. coli O157:H7 — Absterbekinetik — Tenazitat
raw fermented sausage — food borne pathogen — Salmonella Panama —
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Summary

To date, the behaviour and survival of Salmonella spp. and Shiga-toxigenic/enterohemor-
rhagic Escherichia coli (STEC/EHEC) in minisalami-sausages has not been established.
Here we describe the result of challenge studies with these food borne pathogens in five
different types of minisalamis including smoked sausages (pork, pork and beef, poultry), air
dried and mould ripened salamis.

The German Federal Ministry for Food, Agriculture and Consumer Protection (BMELV) com-
missioned this study to obtain information on the occurrence and on the decline or potential
survival of food borne pathogens in these raw fermented sausages, which are characterized
by a small caliber and median ay, levels between 0.82—0.84 (smoked and air dried salamis)
and 0.69 (mould ripened salamis) (GAREIS et al., 2009). Background of the project was an
outbreak of salmonellosis by S. Panama among children in Germany in summer 2007.
Based on epidemiological data a discussion about minisalamis as risk foods and their
possible role as causative food vector for these cases followed (RKI, 2008).

In a first publication we already reported about the occurrence of Salmonella spp., Shiga-
toxigenic/enterohemorrhagic E. coli (STEC/EHEC), Listeria monocytogenes and Staphylo-
coccus aureus in minisalami products obtained from the retail (GAREIS et al., 2009). In the
challenge studies, the batter of different types of minisalami products were artificially contam-
inated prior to further processing with low (2 logo cfu/g) and high (4 logq, cfu/g) levels of a
pool of either Salmonella spp. (six different isolates including the outbreak strain S. Panama)
or STEC/EHEC (three isolates of E. coli O157:H7 and one strain of E. coli O26:H11). Their
survival, as affected by the particular recipe of the product and the ripening programm, was
monitored over 42 days.

Irrespective of the different types of minisalamis, rapid decline of Salmonella spp. and STEC/
EHEC was observed in all products tested. The results are supported by previous studies
with raw sausages demonstrating that the behaviour of Gram-negative pathogens in long
fermented raw sausages was characterized by significant reductions of initial germ counts.
The numbers decreased to less than 1 log4, cfu/g within 8 or 13 days, the end of the ripening
process (smoked, air dried and mould ripened sausages, respectively) and the time when the
salamis are usually packed for sale. The technology normally used for the production of
minisalamis clearly prevents growth of Salmonella spp. and STEC/EHEC. One major reason
is the rapid drying to a,, <0.86. Results also indicate that optimization of parameters during
the ripening process, especially the temperatures used, enhances the inactivation of the
pathogens and attributes to the microbiological stability of the product.

Results about the challenge tests with Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus
will be reported in a third publication.

Einleitung
Im Zusammenhang mit einer Uberregiona- Uber die mikrobiologische Stabilitdt und
len Haufung von Infektionen mit Salmo- Sicherheit von Minisalami-Produkten ge-
nella enterica ssp. enterica Serovar ben sollte und dessen Daten als Grund-
Panama bei Kindern und Kleinkindern im lage fir eine durch das BfR zu erstellende
Sommer 2007 und auf Basis einer epide- Risikobewertung dienen werden.
miologischen Untersuchung wurden Mini-
salami-Sticks als wahrscheinlichste Aus- In einem ersten Beitrag berichteten wir
bruchvehikel identifiziert und vom Robert- bereits dber die Ergebnisse einer Markt-
Koch-Institut als Risikolebensmittel klas- analyse von Minisalami-Produkten, die
sifiziert (RKI, 2008). keinen Hinweis auf eine Belastung der im
Handel befindlichen Produkte mit Salmo-
Vom Bundesministerium fir Ernahrung, nellen ergab (GAREIS et al., 2009). Alle
Landwirtschaft und Verbraucherschutz 206 untersuchten Produkte waren frei von
(BMELV) wurde daraufhin ein wissen- Salmonellen und von durchweg hoher
schaftliches Projekt initiiert, das Auskunft hygienischer Qualitat.
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Nachfolgend werden nun zunachst die
Ergebnisse von Challenge-Untersuchun-
gen mit Salmonella spp. und shigatoxin-
bildenden/enterohamorrhagischen Esche-
richia coli (STEC/EHEC) in Minisalami
dargestellt. In einem weiteren Beitrag wird
Uber die Ergebnisse von Challengetesten
mit Gram-positiven Lebensmittelinfektions-
erregern (Listeria monocytogenes und Sta-
phylococcus aureus) berichtet.

Die gezielte Belastung von Rohstoffen mit
pathogenen Keimen und nachfolgender
Herstellung der Produkte unter definierten
Bedingungen erlaubt Aussagen Uber die

Tenazitdt und das Verhalten der Erreger
im betreffenden Lebensmittel und Gber die
mikrobiologische Stabilitédt des Produktes.

Als Ergebnisse der Challengetests sind
prinzipiell drei mdgliche Szenarien hin-
sichtlich des Verhaltens der pathogenen
Mikroorganismen maglich (Abb. 1A-C).

Im guten und im besten Fall (Good and
Best Case Scenario) kénnen die in das
Produkt eingebrachten Keime nicht wach-
sen und auch nicht Uberleben. Die Keim-
zahl der pathogenen Keime reduziert sich
sehr schnell und im gulnstigsten Fall

Abb. 1A: Schematisches Verhalten von pathogenen

Mikroorganismen im ,Good and Best
Case”.

Die inokulierten Keime sterben schnell ab und
lassen sich nur noch nach Anreicherung (obere

Linie — Good Case) oder nicht mehr
nachweisen (untere Linie — Best Case)

Abb. 1B: Schematisches Verhalten von pathogenen

Mikroorganismen im ,Bad Case®.
Die Keimzahlen verandern sich nicht und
bleiben bis zum Ende auf gleichem Niveau

Abb. 1C: Schematisches Verhalten von pathogenen

Mikroorganismen im ,Worst Case*.
Die inokulierten Keime vermehren sich im
Produkt, die Keimzahlen erhohen sich
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sterben sie ab, bevor das Produkt in den
Handel gelangt. Ein quantitativer Nach-
weis gelingt nicht mehr und die Keime las-
sen sich bis zum Ende der Unter-
suchungen nur noch nach Anreicherung
detektieren (Good Case). Im besten Fall
sind die pathogenen Keime vollstandig ab-
getdtet und kénnen auch nach Anreiche-
rung nicht mehr nachgewiesen werden
(Best Case).

Anders verhalt es sich im schlechten Fall
(Bad Case Scenario). Die pathogenen Kei-
me koénnen im Produkt nicht wachsen. Sie
Uberleben allerdings und die Keimzahl ver-
bleibt auf dem urspringlichen Konzentra-
tionsniveau.

Im unglnstigsten Fall (Worst Case
Scenario) kénnen die Erreger unter den
gegebenen Bedingungen wachsen und
sich im Produkt vermehren. Im Vergleich
zur Ausgangskonzentration kdnnen dabei
die Keimzahlen um mehrere log-Stufen
ansteigen.

Fir die jeweils separat durchgefuhrten
Challengeuntersuchungen mit Salmonella
spp. und STEC/EHEC wurden insgesamt
funf Produkttypen bertcksichtigt und je-
weils der Einfluss von zwei verschiedenen
Reifeprogrammen auf die Tenazitat der Er-
reger Uberprift. Darlber hinaus wurden

Tab. 1: Fur die Challengetests verwendeten Pathogene

die Tests sowohl mit einer niedrigen als
auch einer hohen Inokulationsdosis der
pathogenen Keime durchgefuhrt.

Material und Methoden

Fir die Challengeuntersuchungen wurden
unter definierten Bedingungen die Brate
der typischen Minisalami-Produkte artifi-
ziell mit einem Pool von Salmonellen oder
STEC/EHEC kontaminiert, im Anschluss
daran die Produkte hergestellt und das
Wachstums-/Absterbeverhalten der Patho-
gene Uber einen Zeitraum bis zu 42 Tagen
Uberprift.

Pathogen-Pools

Der Salmonellen-Pool setzte sich aus ins-
gesamt sechs Human- und Produktisola-
ten zusammen, darunter auch der origi-
nare S. Panama-Ausbruchstamm. Fir den
STEC/EHEC-Pool wurden insgesamt vier
Isolate verwendet, darunter drei verschie-
dene E. coli O157:H7 sowie ein E. coli
026:H11.

Fir die Herstellung der Pathogen-Pools
wurden neben dem vom Robert-Koch-
Institut (RKI, Wernigerode) zur Verfiigung
gestellten S. Panama-Stamm Isolate aus
der eigenen Stammsammlung verwendet
(Tab. 1).

Pathogen Stammnummer Herkunft
Salmonella Enteritidis S 489 Bratwurst / Schwein (D)

(MRI, Kulmbach)
Salmonella Typhimurium S 469 Bratwurst / Schwein (D)

(MRI, Kulmbach)
Salmonella Derby S 589 Fleischprobe / Schwein (D)
Serotyp B (MRI, Kulmbach)
Salmonella Goldcoast S 600 mech. entsehntes Fleisch (D)
Serotyp C (MRI, Kulmbach)
Salmonella Infantis S 609 Fleischoberflache / Schwein (D)

(MRI, Kulmbach)
Salmonella Panama S 696 Stuhl / Mensch (D)
(Ausbruchstamm) (RKI, Wernigerode)
Escherichia coli 0157: H7 E 118 Faeces / Rind (D)

(Uni-Gielden)
Escherichia coli O157: H7 ATCC 35150 Kot / Mensch (USA)
E 134 (MRI, Kulmbach)
Escherichia coli 0157: H7 ATCC 43896 roher Hamburger (USA)
E 135 (MRI, Kulmbach)

Escherichia coli 026: H11 E 165 Faeces / Kalb (Japan)

(MRI, Kulmbach)

ATCC: American Type Culture Collection

E und S: Stammnummern der Stammsammlung des MRI, Kulmbach
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Fir die Belastungstests wurden fur jeden
Pathogen-Pool zwei unterschiedliche In-
okulationsdosen eingesetzt (1x10? und
1x10* KbE/g) und damit eine niedrige
bzw. hohe Keimbelastung des Brates
simuliert.

Die Zugabe der Inokula erfolgte bei Her-
stellungsbeginn wahrend des Kutterns.
Die unbeimpften Kontrollchargen (Negativ-
kontrollen) wurden dabei immer zuerst
produziert, um Kreuzkontaminationen zu
vermeiden. Zur Herstellung eines Inoku-
lums wurden zundchst Ubernachtkulturen
der einzelnen Stdmme angelegt. Im An-
schluss daran wurden die Isolate eines
Pools vereinigt und hierzu jeweils 1 ml der
Bakteriensuspension (ca. 1x10° KbE/ml)
verwendet. Uber dezimale Verdiinnungen
wurden danach die gewlnschten Inoku-
lationsdosen hergestellt und die jeweilige
Konzentration mikrobiologisch Uberprift.
Fur die Beimpfung des Wurstbrats wurden
danach 1,6 ml der mit physiologischer
Kochsalzlésung verdinnten Keimsuspen-
sionen pro kg Rohmaterial verwendet.

Minisalami-Produkte

Fur die Challenge-Untersuchungen wur-
den analog zu den Untersuchungen zum
Vorkommen pathogener Keime in Mini-

salamis aus dem Handel insgesamt funf
unterschiedliche Produkttypen verwendet
(GAREIS et al., 2009; Tab. 2). Die Herstel-
lung der Minisalamis erfolgte dabei nach
Standardrezepturen unter Verwendung
von Nitritpokelsalz (NPS), Gewiirzen, Star-
terkulturen und Natriumascorbat (Tab. 3).
Die tiefgefrorenen Ausgangsmaterialien
wurden in einem Kutter unter gleichzeitiger
Zugabe der Zusatze auf eine Kérnung von
ca. 10 mm zerkleinert und das Brat an-
schliefend in Cellulosedarme der Gite-
klasse A mit einem Kaliber von 25 mm ab-
gefulit.

Nach einer Angleichzeit von vier Stunden
wurden die Rohwirste zur Vermeidung
von Oberflachenbewuchs kurz in eine
20%ige Kaliumascorbat-Losung bzw. im
Fall der schimmelpilzgereiften Minisalamis
in eine Edelschimmelpilz-Lésung (Penicil-
lium nalgiovense) getaucht.

Die anschlielliende Reifung in vollautoma-
tischen Klimakammern, die Verpackung
unter Schutzatmosphare und die nachfol-
gende Lagerung wurden unter praxisubli-
chen Bedingungen und Angaben der Her-
steller durchgefuhrt. Neben den unter-
schiedlichen Produkttypen wurde zudem
der Einfluss von zwei unterschiedlichen

Tab. 2: Minisalami-Produkttypen furr die Durchfuhrung der Challengetests

Typ Rohstoff

Rezeptur (pro kg)

A Minisalami gerauchert

B Minisalami gerauchert

C Minisalami gerauchert
D Minisalami luftgetrocknet

E Minisalami schimmelpilzgereift

Schweinefleisch

Schweine-/Rindfleisch

Gefllgelfleisch
Schweinefleisch

Schweinefleisch

670 g Schweinefleisch S2
330 g Schweinefett S8

350 g Schweinefleisch S2
350 g Rindfleisch R2
300 g Schweinefett S8

670 g Putenbrust
330 g Schweinefett S8

670 g Schweinefleisch S2
330 g Schweinefett S8

670 g Schweinefleisch S2
330 g Schweinefett S8

Tab. 3: Zusatze fir die Herstellung von Minisalami

Zusatz

Menge pro kg Rohmaterial

Nitritpokelsalz (0,4-0,5 %)
Salamiwirzung

Pfeffer

Starterkulturen

289 (2,8%)
13g (1,3 %)
3g (0,3%)
0,8g (0,08 %)

(Lactobacillus sakei, Staphylococcus carnosus subsp. utilis,

Kocuria varians)
Natriumascorbat

059 (0,05%)
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Tab. 4: Reifebedingungen fiir gerducherte Minisalamis aus Schweinefleisch (Produkttyp A)

. Reifeprogramm A Reifeprogramm B Lo
Zeit Temperatur P grelative Feuchte Temperatur P ?elative Feuchte Luftgeschwindigkeit
4h 22°C 40-50 % 22°C 40-50 % -

24 h 24 °C 94 % 22°C 94 % 0,3-0,4 m/s
24 h 22°C 92 % 20°C 92 % 0,4 m/s
24 h 20°C 90 % 19°C 89 % 0,4-0,5 m/s
4h Kalt Rauchern (< 30 °C)

48 h 18 °C 88 % 18 °C 85 % 0,4-0,5m/s
48 h 18 °C 86 % 18 °C 84 % 0,4-0,5 m/s

Reifeprogrammen, die sich primar bei den
verwendeten Temperaturen unterschie-
den, untersucht (Beispiel siehe Tab. 4).

Die geraucherten und luftgetrockneten
Minisalamis wurden nach der Reifeperiode
am 8. Produktionstag unter modifizierter
Atmosphare verpackt (20 % CO,/80 % N)
und anschlieRend bei 17 °C bis zum Ver-
suchsende (Tag 42) gelagert. Fur die
schimmelpilzgereiften Salamis erfolgte die
Verpackung erst nach etwa zwei Wochen
Reifezeit am Tag 13.

Jeder Pathogen-Pool wurde in separaten
Versuchsansatzen geprift, so dass fir je-
de Untersuchungsreihe (Salmonella-Chal-
lenge und STEC/EHEC-Challenge) eine
entprechend grof3e Anzahl an Wursten fir
jeden Produkttyp produziert werden muss-
te, um den Einfluss der zwei Inokula-
tionsdosen in Abhangigkeit der beiden
Reifeprogramme sowie der vorgesehenen
sechs Probennahmezeitpunkte zu uber-
prufen. Diese Probennahmen erfolgten am
Tag der Herstellung (Tag 0) und dann
nach den Tagen 1, 3, 6, 13 und 42. Zu je-
dem Untersuchungszeitpunkt wurden so-
wohl flr die unbeimpften Negativkontrollen
als auch fiur die kontaminierten Produkte
jeweils drei identische Wirste verwendet.

Physikalisch-chemische Parameter

Die Messung der pH- und Wasseraktivi-
tatswerte (a,-Wert) erfolgte Uber Dreifach-
messungen an den Tagen 0, 1, 3, 6, 8, 13
und 42 wie bereits friher beschrieben
(RODEL et al., 1989). Verwendet wurden
hierzu die jeweiligen Negativkontrollen.

Mikrobiologische Diagnostik

Fur die Challengeuntersuchungen wurde
ausschlielllich hygienisch hochwertiges

14

Rohmaterial verwendet und die Qualitat
jeweils vor Versuchsbeginn mikrobiolo-
gisch abgesichert. Zu jedem Probennah-
mezeitpunkt wurden jeweils drei Wirste
eines Ansatzes untersucht und die Medi-
anwerte inkl. Standardabweichung be-
stimmt.

Die mikrobiologischen Begleituntersuchun-
gen umfassten die aerobe mesophile Ge-
samtkeimzahl (GKZ), die Pseudomona-
den-, Enterobacteriaceae- und Milchsaure-
bakterienkeimzahl wie zuvor beschrieben
(GAREIS et al., 2009).

Nachweis von Salmonellen

Der Nachweis der inokulierten Salmonel-
len erfolgte jeweils im Dreifachansatz (3
Wirste) mit kulturellen und PCR-Metho-
den wie zuvor beschrieben (GAREIS et al.,
2009). Beim kulturellen Nachweis nach
DIN EN ISO 6579:2003 wurden 25 g Pro-
be mit 225 ml einer 0,85%igen Koch-
salzlésung zwei Minuten in einem Stoma-
cher homogenisiert und das Homogenat
auf XLD- und DHL-Agar ausgespatelt. Bei
Keimzahlen unter 10 KbE/g wurden 25¢g
Probe in 225 ml gepuffertem Pepton-
wasser (+ FerriOx) bei 37 °C fur 18 Stun-
den angereichert und aus dieser Vor-
anreicherung 0,1 ml in RVS-Bouillon fir
weitere 24 Stunden bei 41 °C angerei-
chert, bevor Verdlnnungsausstriche auf
XLD- und DHL-Agar folgten. Fur den
genotypischen Nachweis von Salmonella
enterica wurden die Proben nach einer
von MIKO et al. (2000) modifizierten
Methode nach RAHN et al. (1992) auf das
Vorliegen des invA-Gens untersucht. Hier-
zu wurde die DNA aus 1 ml des inkubier-
ten Voranreicherungsmediums extrahiert
und mittels PCR analysiert (vgl. GAREIS et
al., 2009).
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Nachweis von STEC/EHEC

Der Nachweis von STEC/EHEC erfolgte
ebenfalls jeweils im Dreifachansatz sowohl
mit kulturellen als auch molekularbiologi-
schen Methoden (GAREIS et al., 2009).

Fur den kulturellen Nachweis wurden 25 g
Probe mit 225 ml einer 0,85%igen Koch-
salzlésung zunadchst homogenisiert und
das Homogenisat parallel auf SMAC- und
DHL-Agar ausgespatelt. Bei Keimzahlen
unter 10 KbE/g wurden 25 g Probenmate-
rial zunadchst 18 Stunden bei 37 °C in
225 ml Trypton-Soja-Bouillon (TSB) ange-
reichert und anschlieRend 1,0 ml der Sus-
pension in 4 ml steriler TSB mit Zusatz von
10 mg Novobiocin/l erneut fir 16 Stunden
bei 180 rpm angereichert. Nachfolgend
wurden Verdlnnungsstufen auf SMAC
ausplattiert und bei 37 °C flr 24 Stunden
inkubiert. In regelmafigen Abstanden wur-
den verdachtige Kolonien von den SMAC-
und DHL Nahrbéden abgenommen und
auf einem chromogenen Medium (Fluoro-
cult) fir 24 Stunden bei 30 °C subkultiviert.
B-D-Glucuronidase-positive Kolonien wur-
den als E. coli gewertet. FUr den genotypi-
schen Nachweis von STEC/EHEC wurden
die Proben nach einer von CEBULA et al.
(1995) modifizierten Methode nach
SCHMIDT et al. (1994) auf die Fahigkeit
zur Shigatoxinbildung (stx 1- und stx 2-
Gen) untersucht. Dazu wurden verdach-
tige Kolonien vom Anreicherungsmedium
entnommen und mittels Erhitzung aufge-

schlossen. Die extrahierte DNA wurde an-
schlieRend mit Hilfe der PCR analysiert.

Ergebnisse

Produkttyp A: Gerducherte Minisalami
aus Schweinefleisch

Ein Beispiel fir die in den Challenge-
untersuchungen produzierten gerducher-
ten Minisalamis aus Schweinefleisch gibt

Abb. 2: Geraucherte Minisalamis am Tag der
Herstellung.
Die farbigen Abbindungen kennzeichnen
verwechslungsfrei die einzelnen Chargen

Physikalisch-chemische Parameter. Unmit-
telbar nach der Beimpfung wurde ein ay-
Wert von 0,969 ermittelt, der bis zum Tag
8 abnahm. Die Differenz zwischen beiden
Reifeprogrammen betrug am 8. Tag der
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Abb. 3: Verlauf der aw-Werte in gerducherter Minisalami (Produkttyp A)
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Abb. 4: Verlauf der pH-Werte in gerducherter Minisalami (Produkttyp A)

Reifung 0,01 aw-Wert Einheiten. Danach
und bedingt durch den behinderten Was-
seraustausch im Anschluss an die Ver-
packung nahm der Wasseraktivitatswert
nur noch geringfugig ab (Abb. 3).

Der Anfangs-pH-Wert lag zwischen 5,9
und 5,95 und fiel bei allen Chargen inner-
halb von drei Tagen auf Werte zwischen
5,1 und 5,2 (Abb. 4) ab. Mit Zunahme der
Lagerungszeit stieg auch der pH-Wert in
der Minisalami durch den mikrobiellen
und/oder biochemischen Saure- oder
FleischeiweiRabbau auf pH-Werte von
5,45 an. Ein unterschiedlicher Einfluss der
Reifeprogramme war nicht zu erkennen.

Aerobe mesophile Gesamtkeim- und Milch-
saurebakterienzahl. Die Verlaufe der GKZ
und Milchsaurebakterienzahl waren nahe-
zu identisch, wobei die Keimzahlen bei der
Ermittlung der GKZ durch die miterfassten

10

Mikrokokken der Starterkulturen hoher
lagen (Abb. 5 und 6). Die Daten dieser be-
gleitenden Diagnostik sind mit denen der
Marktanalyse vergleichbar (GAREIS et al.,
2009) und dokumentieren eine realitats-
nahe Produktion und Herstellung der Mini-
salamis.

Die Vermehrung der Milchsaurebakterien
um zwei Zehnerpotenzen nach drei Tagen
erfolgte parallel zur pH-Wertabnahme (vgl.
Abb. 4). Bis zum Ende der Untersuchun-
gen fiel die Zahl der Milchsaurebakterien
nicht unter 8,0 logy KbE/g (1x10° KbE/g)
(Abb. 6).

Salmonella spp. .Das Verhalten von Salmo-
nella spp. in geraucherten Minisalamis gibt
Abbildung 7 wieder. Bei einer Inokulations-
hohe des Ausgangsbrates mit 2,3 logqo
KbE/g reduziert sich die Keimdichte relativ
rasch mit einer Verringerung der Keim-
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Abb. 5: Verlauf der Gesamtkeimzahl (GKZ) in gerducherter Minisalami (Produkttyp A)
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Abb. 6: Wachstum der Milchsaurebakterien in geraucherter Minisalami (Produkttyp A)
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Abb. 7: Absterbeverhalten von Salmonella spp. in gerducherten Minisalamis aus Schweinefleisch
(Produkttyp A) unter dem Einfluss von zwei verschiedenen Reifeprogrammen.
Die Datenpunkte reprasentieren Medianwerte mit Standardabweichungen aus der Messung

von Dreifachansatzen.

* Wert ist willkiirlich gesetzt und dokumentiert, dass die quantitative Nachweisgrenze (1 log1o KbE/g)
unterschritten wurde und Salmonellen nur noch qualitativ nach Anreicherung und PCR nachgewiesen

werden konnten.

zahlen auf Werte knapp Uber der Nach-
weisgrenze am Tag 6 (Reifeprogramm A).
Beim Reifeprogramm B war die Absterbe-
kinetik deutlicher ausgepragt und bereits
am 6. Tag nur noch ein qualitativer Nach-
weis (molekularbiologisch nach Anreiche-
rung) moglich. Am Ende des Versuchszeit-
raumes (Tag 42) waren Salmonellen un-
abhangig vom Reifeprogramm nicht mehr
nachweisbar.

Auch bei einer hohen Inokulationsdosis
(1,0x 10* KbE/g) wurde eine schnelle Ab-
sterberate der Salmonellen mit der Folge

17

beobachtet, dass am Tag 13 nur noch
nach Anreicherung ein Nachweis maoglich
war und am Tag 42 Salmonellen unab-
hangig vom Reifeprogramm nicht mehr zu
detektieren waren (ohne Abbildung).

Shigatoxinbildende/enterohdmorrhagische

E. coli (STEC/EHEC). Innerhalb der ersten
24 Stunden konnte beim Reifeprogramm A
ein kurzfristiger Anstieg der Keimzahl be-
obachtet werden. Mit fortschreitender Rei-
fung nahm die Zellzahl kontinuierlich ab.
Ab dem Tag 13 war ein Nachweis von
STEC nur noch nach Anreicherung mittels
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Abb. 8: Absterbeverhalten von STEC/EHEC in geraucherten Minisalamis aus Schweinefleisch

(Produkttyp A) unter dem Einfluss von zwei verschiedenen Reifeprogrammen.
Die Datenpunkte reprasentieren Medianwerte mit Standardabweichungen aus der Messung

von Dreifachansatzen.

* Wert ist willkirlich gesetzt und dokumentiert, dass die quantitative Nachweisgrenze (1 logio KbE/g)
unterschritten wurde und ein Nachweis nur noch qualitativ nach Anreicherung méglich war

PCR mdglich. Am letzten Untersuchungs-
tag waren STEC/EHEC auch nach Anrei-
cherung und PCR nicht mehr in den Pro-
dukten nachweisbar (Abb. 8).

Bei einer hdoheren Inokulationsdosis (7,0 x
10° KbE/g) wurden Reduktionen um mehr
als 1 log Stufe nach 6 Tagen und um mehr
als 2 bzw. 3 log Stufen (Programm A bzw.
B) nach 13 Tagen beobachtet. Am Ver-
suchsende waren STEC/EHEC in den
Chargen des Reifeprogramms B im Ge-
gensatz zum Programm A auch nach An-
reicherung nicht mehr nachweisbar (ohne
Abbildung).

Produkttyp B: Geraucherte Minisalami
aus Schweine- und Rindfleisch

Physikalisch-chemische Parameter. Der an-
fangliche aw-Wert von 0,964 nahm Uber
den Verpackungszeitpunkt (Tag 8) bis zum
Tag 13 kontinuierlich ab, wobei die Diffe-
renz zwischen beiden Reifeprogrammen
am 8. Untersuchungstag 0,005 aw-Wert-
Einheiten ausmachte (Abb. 9).

Der Anfangs-pH-Wert von 5,85 fiel bei
allen Chargen zunachst innerhalb von drei
Tagen auf Werte zwischen 5,3 und 5,4 ab
und stieg anschlielend und unabhangig
vom Reifeprogramm auf 5,53 an.
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Abb. 9: Verlauf der ay-Werte bei gerducherten Minisalamis (Produkttyp B)
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Abb. 10: Verlauf der pH-Werte in geraucherten Minisalamis (Produkttyp B)
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Abb. 11: Verlauf der Gesamtkeimzahl (GKZ) in gerducherter Minisalami (Produkttyp B)

10

—&- Reifeprogramm A
—8— Reifeprogramm B

Log,o KBELAB /g

4 ‘ ‘ ‘
0 6 12 18

Tage

24

30 36 42

Abb. 12: Wachstum der Milchsaurebakterien in gerducherter Minisalami (Produkttyp B)

Aerobe mesophile Gesamtkeim- und Milch-
saurebakterienzahl. Die Entwicklungen der
GKZ und Milchsaurebakterienzahl, die na-
hezu identisch waren und keine Auffallig-
keiten zeigten, sind in den Abbildung 11
und 12 wiedergegeben.

19

Salmonella spp..Unabhangig von den bei-
den Reifeprogrammen war in den belaste-
ten Minisalamis eine Reduktion der
eingeimpften Salmonellen festzustellen.
Die Keimzahlen lagen am Tag 6 noch
knapp Uber der quantitativen Nachweis-
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Abb. 13: Absterbeverhalten von Salmonella spp. in gerducherten Minisalamis aus Schweine- und
Rindfleisch (Produkttyp B) unter dem Einfluss von zwei verschiedenen Reifeprogrammen.
Die Datenpunkte reprasentieren Medianwerte mit Standardabweichungen aus der Messung

von Dreifachansatzen.

* Wert ist willkiirlich gesetzt und dokumentiert, dass die quantitative Nachweisgrenze (1 log1o KbE/g)
unterschritten wurde und Salmonellen nur noch qualitativ nach Anreicherung und PCR nachgewiesen

werden konnten

grenze. Danach war ein Nachweis nur
noch qualitativ nach Anreicherung und
PCR mdglich (Abb. 13).

Auch bei einer hohen Inokulationsdosis
(1,9x10* KbE/g) konnte eine schnelle Ab-
sterberate der Salmonellen beobachtet
werden (ohne Abb.). Am Tag 13 wurden in
den Produkten noch Keimdichten von 50
bis 100 KbE/g festgestellt werden. Nach
42 Tagen war ein Nachweis nur noch nach
Anreicherung mdglich.

Shigatoxinbildende/enterohdmorrhagische

E. coli (STEC/EHEC). Nach einem kurzen
Anstieg der Keimzahlen innerhalb der ers-
ten 24 Stunden, der beim Reifeprogramm
A deutlicher ausgepragt war, fielen die
Keimzahlen im weiteren Verlauf der Rei-
fung ab, wobei eine schnellere Reduktion
mit dem Reifeprogramm B erzielt werden
konnte. Ab dem Probennahmezeitpunkt
am Tag 13 waren STEC/EHEC nur noch
nach Anreicherung detektierbar (Abb. 14).
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Abb. 14: Absterbeverhalten von STEC/EHEC in geraucherten Minisalamis aus Schweine- und
Rindfleisch (Produkttyp B) unter dem Einfluss von zwei verschiedenen Reifeprogrammen.
Die Datenpunkte reprasentieren Medianwerte mit Standardabweichungen aus der Messung

von Dreifachansatzen.

* Wert ist willklrlich gesetzt und dokumentiert, dass die quantitative Nachweisgrenze (1 log1o KbE/g)
unterschritten wurde und ein Nachweis nur noch qualitativ nach Anreicherung méglich war

20
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Bei einer hohen Inokulationsdosis (6,0x
10 KbE/g) konnte ebenfalls eine deutliche
Abnahme der Zellzahl festgestellt werden,
so dass am Tag 42 ein Nachweis in beiden
Reifeprogrammen nur noch nach An-
reicherung maoglich war (ohne Abb.).

Produkttyp C: Geraucherte Minisalami
aus Geflugelfleisch

Physikalisch-chemische Parameter. Die ur-
sprunglichen aw-Werte um 0,965 sanken
bis zum Verpackungszeitpunkt deutlich ab
und erreichten am Tag 13 Werte von 0,821
(Programm A) und 0,812 (Programm B)
(Abb. 15).

Der pH-Wert-Verlauf in Abbildung 16 zeigt
eine Sauerung mit einem Abfall von pH
5,85 auf pH 5,3 (Tag 3) und den nachfol-
genden Anstieg auf pH-Wert um 5,45.

Aerobe mesophile Gesamtkeim- und Milch-
saurebakterienzahl. GKZ und Milchsaure-
bakterienzahl sind in den Abbildungen 17
und 18 wiedergegeben und zeigen einen
produktspezifischen Verlauf. Bis zum Ende
der Untersuchungen erreichte die Zahl der
Milchsaurebakterien Werte von 8,5 logqg
KbE/g. Ein signifikanter Unterschied zwi-
schen den Reifeprogrammen war nicht zu
erkennen.
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Abb. 15: Verlauf der aw-Werte bei geraucherten Minisalamis (Produkttyp C)
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Abb. 16: Verlauf der pH-Werte in gerducherten Minisalamis (Produkttyp C)
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Abb. 17: Verlauf der Gesamtkeimzahl (GKZ) in geraucherter Minisalami (Produkttyp C)
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Abb. 18: Wachstum der Milchsaurebakterien in gerdaucherter Minisalami (Produkttyp C)
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Abb. 19: Absterbeverhalten von Salmonella spp. in geraucherten Minisalamis aus Geflligelfleisch
(Produkttyp C) unter dem Einfluss von zwei verschiedenen Reifeprogrammen.
Die Datenpunkte reprasentieren Medianwerte mit Standardabweichungen aus der Messung

von Dreifachansatzen.

* Wert ist willklrlich gesetzt und dokumentiert, dass die quantitative Nachweisgrenze (1 logio KbE/g)
unterschritten wurde und Salmonellen nur noch qualitativ nach Anreicherung und PCR nachgewiesen

werden konnten
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Salmonella spp..Auch bei diesem Produkt-
typ starben die inokulierten Salmonellen
schnell ab und konnten am Tag 6 bis zum
Ende des Versuchszeitraums nur noch
qualitativ nachgewiesen werden. Ein Ein-
fluss des Reifeprogrammes auf die Ab-
sterberate war nur anfanglich feststellbar
(Abb. 19).

Bei den Chargen mit einer hohen
Inokulationsdosis (1,6x10* KbE/g) wurde
ebenfalls eine schnelle Absterberate der
Salmonellen mit der Folge beobachtet,
dass am Tag 13 im Reifeprogramm B nur
noch nach Anreicherung ein Nachweis
maoglich war (ohne Abb.). Am Tag 42 konn-
ten die Salmonellen in beiden Reifepro-
grammen nur noch qualitativ nachge-
wiesen werden.

Shigatoxinbildende/enterohdmorrhagische
E. coli (STEC/EHEC). Unterschiede der bei-
den Reifeprogramme waren im Unter-
schied zu Salmonellen deutlicher in den

4

Challengetesten mit STEC/EHEC zu er-
kennen. Mit den Reifeparametern des Pro-
grammes B wurde nach einer anfangli-
chen Zunahme der Keimzahlen ab dem
6. Tag eine schnelle Reduktion auf Keim-
zahlen <10 KbE/g erreicht. Mit dem Pro-
grammA wurden diese Absterberaten
nicht erzielt, allerdings waren am Tag 42
bei diesen Chargen STEC/EHEC ebenfalls
nur nach Anreicherung und PCR detektier-
bar.

Auch bei einer hohen Inokulationsdichte
(1,7 x10* KbE/g) konnte ein deutlich unter-
schiedlicher Einfluss der Reifeprogramme
auf das Absterbeverhalten festgestellt wer-
den. So war ein Nachweis der Keime im
Reifeprogramm B nach 13 Tagen nur noch
nach Anreicherung mdglich, wahrend im
Reifeprogramm A noch Keimzahlen von 40
KbE/g detektiert wurden. Am Tag 42 konn-
ten in beiden Chargen STEC/EHEC nur
noch qualitativ festgestellt werden.
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Abb. 20: Absterbeverhalten von STEC/EHEC in geraucherten Minisalamis aus Gefliigelfleisch
(Produkttyp C) unter dem Einfluss von zwei verschiedenen Reifeprogrammen.
Die Datenpunkte reprasentieren Medianwerte mit Standardabweichungen aus der Messung von

Dreifachansatzen.

* Wert ist willkUrlich gesetzt und dokumentiert, dass die quantitative Nachweisgrenze (1 log1o KbE/g)
unterschritten wurde und ein Nachweis nur noch qualitativ nach Anreicherung moglich war

Produkttyp D: Luftgetrocknete Minisalami

Physikalisch-chemische Parameter. Der
aw-Wert betrug am Herstellungstag der
luftgetrockneten Minisalami kurz nach der
Beimpfung 0,972. Die Abnahme der Was-
seraktivitat wirkte sich bei dem Reifepro-
gramm B deutlicher aus. Bereits am 6. Tag
wurden Werte von 0,9136 (Programm A)
und 0,9071 (Programm B) erreicht. Zum

23

Zeitpunkt der Verpackung lagen die aw-
Werte bei 0,8745 bzw. 0,8656 (Abb. 21).

Die Anfangs-pH-Werte von 5,82 und 5,85
reduzierten sich bei allen Chargen inner-
halb von drei Tagen auf Werte zwischen
5,1 und 5,2 (Abb. 22) und stiegen dann im
Laufe der weiteren Reifung und Lagerung
auf Werte von 5,55 bzw. 5,58 an.
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Abb. 21: Verlauf der aw-Werte bei luftgetrockneten Minisalamis (Produkityp D)
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Abb. 22: Verlauf der pH-Werte in luftgetrockneten Minisalamis (Produkttyp D)
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Abb. 23: Verlauf der Gesamtkeimzahl (GKZ) in luftgetrockneter Minisalami (Produkttyp D)
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Abb. 24: Wachstum der Milchsaurebakterien in luftgetrockneter Minisalami (Produkttyp D)

Aerobe mesophile Gesamtkeim- und Milch-
saurebakterienzahl. Parallel zum Abfall des
pH-Wertes innerhalb der ersten Tage stieg
die Anzahl der Milchsaurebakterien an
(Abb. 24). Bis zum Ende der Untersuchun-
gen sank diese Keimzahl nicht unter logqo
7 KbE/g (1x10” KbE/g). Einen &hnlichen
produkttypischen Verlauf nahm die GKZ
(Abb. 23). Pseudomonaden waren nicht
nachweisbar.

Salmonella spp.. In den luftgetrockneten
Salamis starben die inokulierten Salmonel-
len schnell ab und waren nach 6 Tagen
nur noch qualitativ bzw. nahe der quan-

titativen  Nachweisgrenze  detektierbar
(Reifeprogramm B und A). Im weiteren
Verlauf war der Nachweis nur noch nach
Anreicherung und PCR mdglich (Tag 13),
wobei am letzten Untersuchungstag in kei-
ner Charge Salmonellen nachgewiesen
werden konnten (Abb. 25).

Eine schnelle und ausgepragte Absterbe-
kinetik der Salmonellen wurde auch in den
Chargen mit einer hohen Inokulationsdosis
(4,0x10° KbE/g) beobachtet (ohne Abb.).
Bereits am Tag 13 war bei den Wiursten
aus dem Reifeprogramm B ein Nachweis
nur noch nach Anreicherung mdglich. In
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Abb. 25: Absterbeverhalten von Salmonella spp. in luftgetrockneten Minisalamis (Produkttyp D) unter

dem Einfluss von zwei verschiedenen Reifeprogrammen.
Die Datenpunkte reprasentieren Medianwerte mit Standardabweichungen aus der Messung

von Dreifachansatzen.

* Wert ist willklrlich gesetzt und dokumentiert, dass die quantitative Nachweisgrenze (1 logio KbE/g)
unterschritten wurde und Salmonellen nur noch qualitativ nach Anreicherung und PCR nachgewiesen

werden konnten
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Abb. 26: Absterbeverhalten von STEC/EHEC in luftgetrockneten Minisalamis (Produkttyp D) unter
dem Einfluss von zwei verschiedenen Reifeprogrammen.
Die Datenpunkte reprasentieren Medianwerte mit Standardabweichungen aus der Messung

von Dreifachansatzen.

* Wert ist willklrlich gesetzt und dokumentiert, dass die quantitative Nachweisgrenze (1 log1o KbE/g)
unterschritten wurde und ein Nachweis nur noch qualitativ nach Anreicherung méglich war

den Chargen aus dem Reifeprogramm A
waren zu diesem Zeitpunkt noch ca. 20
KbE/g nachzuweisen. Am Tag 42 waren
Salmonellen unabhangig vom Reifepro-
gramm nur noch nach Anreicherung
mittels PCR zu detektieren.

Shigatoxinbildende/enterohdmorrhagische

E. coli (STEC/EHEC). Innerhalb der ersten
24 Stunden stiegen die Keimzahlen kurz-
fristig an und fielen dann rasch auf nicht
mehr nachweisbare Werte am Tag 13
(Programm B) ab. Zum gleichen Zeitpunkt
konnten in den mit dem Reifeprogramm A
hergestellten Chargen STEC/EHEC nach
Anreicherung noch detektiert werden
(Abb. 26).

Am Tag 42 konnten auch nach selektiver
Anreicherung und molekularbiologischer
Diagnostik keine STEC/EHEC mehr nach-
gewiesen werden.

Bei einer Inokulationsdosis (9,0x103 KbE/
g) wurde ebenso eine schnelle Absterbe-
rate von STEC/EHEC festgestellt (ohne
Abb.). Der STEC/EHEC-Nachweis war bei
Wirsten aus dem Reifeprogramm B be-
reits ab dem Untersuchungstag 13 negativ.
Bei Wursten aus dem Programm A konn-
ten STEC/EHEC ab Tag 13 nur nach An-
reicherung detektiert werden.

26

Produkttyp E: Schimmelpilzgereifte
Minisalami

Die fir die Challengeuntersuchungen pro-
duzierten schimmelpilzgereiften Minisala-
mis zeigt Abbildung 27.

Physikalisch-chemische Parameter. Zum
Herstellungszeitpunkt wurde ein ay-Wert
von 0,965 gemessen (Abb. 28). Die Ab-
nahme der Wasseraktivitdt war bei allen
Chargen bis zum 13. Tag deutlich ausge-
pragt. Zu diesem Zeitpunkt lagen die aw-
Werte bei 0,7848 (Programm A) und 0,772
(Programm B) und blieben vom Tag der
Verpackung unter Schutzatmosphare bis
zum Untersuchungsende am Tag 42 nahe-
zu konstant (0,7866 bzw. 0,7696).

Abb. 27: Schimmelpilzgereifte Minisalamis
am Tag 13 der Herstellung.
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Abb. 28: Verlauf der ay-Werte bei schimmelpilzgereiften Minisalamis (Produkttyp E)
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Abb. 29: Verlauf der pH-Werte in schimmelpilzgereiften Minisalamis (Produkttyp E)
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Abb. 30: Verlauf der Gesamtkeimzahl (GKZ) in schimmelpilzgereiften Minisalamis (Produkttyp E)

Der Anfangs-pH-Wert lag bei 5,78 und fiel
bei allen Chargen innerhalb von drei
Tagen auf Werte zwischen 5,3 und 5,35
(Abb. 29) ab. Mit Zunahme der Lagerungs-
zeit stieg der pH-Wert in der Minisalami
an, ein Effekt, der durch die Produktion
von basischen Stoffwechselprodukten
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durch die Edelschimmelpilzkultur erwar-
tungsgemal verstarkt wurde, so dass am
Tag 42 pH-Werte von 6,18 gemessen wer-
den konnten. Die unterschiedlichen Reife-
programme wirkten sich dabei nicht auf
die Messwerte aus.
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Abb. 31: Wachstum der Milchsaurebakterien in schimmelpilzgereiften Minisalamis (Produkttyp E)

Aerobe mesophile Gesamtkeim- und Milch-
saurebakterienzahl. Der Verlauf der Ge-
samtkeimzahlen (Abb. 30) war bei allen
Versuchschargen nach 3 Tagen mit dem
Verlauf der Milchsdurebakterienzahl (Abb.
31) vergleichbar. Ein Einfluss der Edel-
schimmelpilzkultur auf die H6he und Ent-
wicklung der Gesamtkeimzahlen oder
Milchsaurebakterien war in den durchge-
fuhrten Untersuchungen nicht zu erken-
nen.

Salmonella spp.. In den Chargen beider
Reifeprogramme reduzierte sich, nach ei-
nem sehr kurzen Anstieg der Keimzahlen
am 1. Tag, die Ausgangskonzentration bis

4

zum Tag 13 und darlber hinaus bis zum
Ende des Versuchszeitraumes am Tag 42.
Zu diesem Zeitpunkt waren Salmonellen
nur noch nach Anreicherung und PCR-
Detektion nachweisbar. Das Reifepro-
gramm B wirkte sich effektiver auf die
Absterberate der inokulierten Salmonellen
aus, was durch die héhere Keimzahl von
40 KbE/g im Reifeprogramm A am 13. Tag
dokumentiert wird.

Fir die Chargen mit einer hoheren Salmo-
nellenbelastung wurde das Brat mit einer
Dosis von 5,0x10° KbE/g inokuliert. Die
Absterbekinetiken der Salmonellen in den

w
I

e

Logio KBE Salmonella spp./g

0 T T T
0 6 12 18

Tage

24

Wirsten der beiden Reifeprogramme
—— Reifeprogramm A
—®— Reifeprogramm B
*
30 36 42

Abb. 32: Absterbeverhalten von Salmonella spp. in schimmelpilzgereiften Minisalamis (Produkttyp E)
unter dem Einfluss von zwei verschiedenen Reifeprogrammen.
Die Datenpunkte reprasentieren Medianwerte mit Standardabweichungen aus der Messung

von Dreifachansatzen.

* Wert ist willklrlich gesetzt und dokumentiert, dass die quantitative Nachweisgrenze (1 logio KbE/g)
unterschritten wurde und Salmonellen nur noch qualitativ nach Anreicherung und PCR nachgewiesen

werden konnten

28



Gareis, M. et al. (2010) Mitteilungsblatt Fleischforschung Kulmbach 49, Nr. 187

waren analog zu den Produkten der Chal-
lenge-Tests mit niedriger Belastungshdhe
(ohne Abb.). Am Tag 13 lag die Keimzahl
zwischen 50 (Reifeprogramm A) und 10
KbE/g (Reifeprogramm B), und am Unter-
suchungstag 42 waren Salmonellen nur
noch Uber Anreicherung nachzuweisen.

Shigatoxinbildende/enterohédmorrhagische

E. coli (STEC/EHEC). Innerhalb der ersten
24 Stunden konnte beim Reifeprogramm A
zunachst ein Anstieg der Keimzahl beob-
achtet werden. Mit einsetzender Abtrock-
nung des Produktes nahm die Zellzahl
jedoch im weiteren Verlauf ab. Am Tag 6
wurden in den Chargen beider Reife-
programme annahernd gleiche Keim-

zahlen im Bereich von 50 KbE/g ermittelt.
Mit Erreichen des Tages 13 bis zum Ende
des Versuchszeitraumes war ein Nach-
weis von STEC unabhangig vom Reife-
verfahren nur noch nach Anreicherung und
mittels PCR mdglich (Abb. 33).

Auch bei einer Inokulationsdosis von 1,2 x
10* KbE/g wurde eine schnelle Absterbe-
rate der pathogenen Keime beobachtet.
Am Tag 13 konnten in beiden Reifepro-
grammen anndhernd gleiche Keimzahlen
von etwa 40 KbE/g nachgewiesen werden.
Mit fortschreitender Reifung nahm die Zell-
zahl weiter ab, so dass am Tag 42 ein
Nachweis nur noch nach Anreicherung
maoglich war.

—#—Reifeprogramm A

—@— Reifeprogramm B
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Abb. 33: Absterbeverhalten von STEC/EHEC in schimmelpilzgereiften Minisalamis
(Produkttyp E) unter dem Einfluss von zwei verschiedenen Reifeprogrammen.
Die Datenpunkte reprasentieren Medianwerte mit Standardabweichungen aus der Messung

von Dreifachansatzen.

* Wert ist willklrlich gesetzt und dokumentiert, dass die quantitative Nachweisgrenze (1 log1o KbE/g)
unterschritten wurde und ein Nachweis nur noch qualitativ nach Anreicherung méglich war

Diskussion

In den kleinkalibrigen Minisalamis, die flr
die Challenge-Teste hergestellt wurden,
haben Gram-negative Keime wie Salmo-
nellen und STEC/EHEC aufgrund der pro-
dukttypischen Charakteristika keine Uber-
lebenschancen und sterben im Laufe der
Reifung und nachfolgenden Lagerung z. T.
vollstdndig ab. Die Ergebnisse der Chal-
lengeuntersuchungen mit finf unterschied-
lichen Minisalami-Typen belegen zweifels-
frei, dass die mikrobiologische Stabilitat
der Produkte hoch ist und das Verhalten
der Uberpriften Lebensmittelinfektions-
erreger in den Bereich ,Good and Best
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Case” eingeordnet  werden kann.
Unabhangig von den Inokulationsdosen
von 102 und 10* KbE/g Brat konnte bei al-
len Chargen Uber den gesamten Ver-
suchszeitraum eine deutliche Abnahme
der urspringlichen Keimdichte beobachtet
werden, eine Vermehrung von Salmonella
spp. und STEC/EHEC fand nicht statt.

In den gerducherten und luftgetrockneten
Minisalami-Produkten lag die Keimdichte
in den mit der niedrigen Inokulationsdosis
belasteten Chargen nach der Reifung am
Tag der Abgabe an den Verbraucher (Tag
8) unter der quantitativ erfassbaren mikro-
biologischen Nachweisgrenze von 1 logqg
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KbE/g (entspricht zehn KbE/g). Bei den
schimmelpilzgereiften Produkten wurde
diese Nachweisgrenze nach 13 Tagen
unterschritten, ebenfalls also zu einem
Zeitpunkt, an dem die Produkte verpackt
werden und in den Handel gelangen.

Beim Unterschreiten dieser Grenze war in
vielen Fallen nur noch der qualitative
Nachweis nach Anreicherungs- und PCR-
Verfahren mdglich. Vereinzelt war das
Absterbeverhalten der pathogenen Keime
so ausgepragt, dass auch mit diesen diag-
nostischen Methoden kein positiver Nach-
weis mehr erzielt werden konnte (siehe
Abb. 7, 8, 25, 26).

Diese mikrobiologischen Ergebnisse Uber-
raschen nicht, da sie mit den relevanten
Messdaten zum pH- und a,~-Wert, die ei-
nen mafgeblichen Einfluss auf die Tenazi-
tat der Erreger besitzen, sehr gut lberein-
stimmen. Sowohl diese Daten als auch
die Entwicklung der Gesamtkeimzahlen
und Milchsaurebakterien dokumentieren
den guten hygienischen Status und die
gute Herstellungspraxis der Minisalami-
Produkte.

Die Ergebnisse bestatigen, dass vor allem
die dynamisch ablaufenden Prozesse das
Produkt mikrobiologisch stabilisieren. So
sinkt der pH-Wert durch die zugegebenen
Starterkulturen bereits innerhalb der ersten
Tage je nach Produkt auf Werte von 5,1
bis 5,3. Diese sehr niedrigen pH-Werte
verhindern bzw. verzégern ein Wachstum
der eingeimpften Mikroorganismen. In den
mit Edelschimmelpilzkulturen gereiften Er-
zeugnissen kommt es zu einer Anhebung
des pH-Wertes im aulieren Randbereich.
Grund dafur ist die Produktion alkalischer
Stoffwechselprodukte durch die verwen-
deten Kulturen (i.d.R. Penicillium nalgio-
vense), die der produzierten Milchsaure
entgegenwirken. Damit ist die potentielle
Gefahr einer Erregervermehrung gegeben.
Beobachtet werden konnte dies aber nicht,
da vor allem die starke Abtrocknung der
dinnkalibrigen Produkte ein Wachstum
der Gram-negativen verhinderte. Wie gut
dabei Pathogene mit den Laktobazillen
konkurrieren kdnnen, hangt davon ab, wie
schnell und wie tief der pH-Wert absinkt.
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Dies wiederum wird nicht nur von der Art
und Dosis der zugegebenen Starterkultu-
ren beeinflusst, sondern auch von den ge-
wahlten Reifetemperaturen. So konnten
wir in dieser Studie zeigen, dass bei An-
fangsreifetemperaturen von 22 °C der pH-
Wert zwar etwas langsamer absinkt als bei
24 °C, sich die niedrigere Temperatur je-
doch positiv auf die mikrobielle Stabilitat
des Produktes auswirken kann. Das Reife-
programm B war somit dem Programm A
Uberlegen und kann daher im Hinblick auf
eine Erhdhung der mikrobiologischen
Stabilitdt und Sicherheit der Produkte fir
die Praxisanwendung empfohlen werden.

Eine hohere Anfangstemperatur zu Beginn
der Reifung scheint auch aus technologi-
scher Sicht nicht unbedingt erforderlich zu
sein, da sowohl die Umrétung als auch
Geschmacksbildung bei tieferen Reife-
temperaturen ebenso gut stattfindet.

Der Zusatz von Nitritpokelsalz (0,4-0,5 %)
tragt zudem zur mikrobiologischen Stabi-
litat der Produkte bei. Natriumnitrit entfaltet
bereits ab pH-Werten von <6 eine anti-
mikrobielle Wirkung (KABISCH et al,
2008). Unter diesen Bedingungen kataly-
sieren die Protonen der Saure die Um-
wandlung des Nitrits zur salpetrigen Saure
(Saure-Base-Reaktion) und anschlie3end
weiter zu NO*-Radikalen (Disproportionie-
rung). Diese NO*-Radikale sind sehr zell-
toxisch und fihren zu Schaden an Protei-
nen, der DNA und der Zellwandumhllung
(FANG, 1997). So reagieren die NO*-Radi-
kale, aber auch Peroxynitrit oder Distick-
stofftrioxid, mit den Bestandteilen der DNA
und kénnen zu einer Desaminierung und
zu Strangbrichen (oxidativer Schaden)
fuhren (FANG, 1997). Des Weiteren ko-
nnen Proteine modifiziert und so verandert
werden, dass sie ihre Funktion verlieren.
Bevorzugte Reaktionspartner sind die
Ham- und Thiolgruppen (S-Nitrosylation)
der Proteine, hier vor allem Enzyme, die
als reaktives Zentrum ein Eisen-Schwefel-
cluster tragen (FANG, 1997). Mit dem Zu-
satz von Nitrit kann in Rohwirsten eine
Vermehrung von pathogenen Mikroorga-
nismen vor allem in den ersten drei Reife-
tagen effektiv verhindert werden (KABISCH
et al., 2009).
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Ein wesentliches Kriterium fir das Ab-
sterben der Erreger ist die schnelle Ab-
trocknung der kleinkalibrigen Rohwdrste.
Gram-negative Keime wie Salmonella spp.
und STEC/EHEC verhalten sich im Ver-
gleich zu Gram-positiven deutlich weniger
resistent. Sie reagieren auf die dynami-
schen Vorgange bei der Reifung und hier-
bei insbesondere auf die starke Abtrock-
nung sehr empfindlich, was bereits bei
friheren Tenazitatsstudien u.a. mit lang-
gereiften Rohwirsten festgestellt werden
konnte (KABISCH et al., 2009; KABISCH et
al., 2008; WIJNKER, 2009; MELLEFONT et
al., 2003). Der Wasseraktivitatswert sank
mit fortschreitender Reifung kontinuierlich
und erreichte nach 6 Tagen Werte unter-
halb von 0,92. Bereits ab einem ay-Wert
von 0,94 wird ein Wachstum der pathoge-
nen Gram-negativen Erreger verhindert
(TIGANITAS et al., 2009).

Die Challengeuntersuchungen bestatigen
letztendlich auch die Befunde der Markt-
analyse (GAREIS et al., 2009) und zeigen,
dass es sich bei den Minisalami-Produkten
um mikrobiologisch sehr stabile Erzeug-
nisse handelt. Gram-negative pathogene
Mikroorganismen wie Salmonellen und
STEC/EHEC reagieren sehr empfindlich
auf die in den Minisalamis vorherrschen-
den Bedingungen. Das Verhalten dieser
Lebensmittelinfektionserreger in den klein-
kalibrigen Rohwirsten ist durch ausge-
pragte Absterbekinetiken gekennzeichnet,
die, wie wir zeigen konnten, durch Opti-
mierung der Reifeparameter noch zusatz-
lich verstarkt werden kénnen. Die Ergeb-
nisse der Challenge-Untersuchungen
unterstltzen frihere Schlussfolgerungen
(GAREIS et al., 2009) und lassen zweifeln,
ob Minisalami-Produkte tatsachlich als
Risikolebensmittel im Zusammenhang mit
Salmonelloseausbruchsgeschehen in Ver-
bindung gebracht werden kdnnen.
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